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1 Einleitung 
Knochendefekte, die aufgrund einer ausbleibenden physiologischen Heilung nur durch chirurgische 
Intervention und Verwendung von autologer Knochenspongiosa oder synthetischen Knochen-
ersatzmaterialien geheilt werden können, stellen eine große Herausforderung dar. Wenn bei 
größeren Defektstrecken, bei aseptischen Knochennekrosen oder bei Zustand nach einer 
Bestrahlung eine Versorgung mit avaskulären Knochentransplantaten nicht ausreichend ist und 
nicht zur Heilung des Defektes führen würde, kommen gestielte oder freie vaskularisierte 
Knochentransplantate zum Einsatz. Die als Goldstandard in der Humanmedizin verwendete 
Methode des Transfers von avaskulärem Knochengewebes, also der Transplantation von körper-
eigener Knochenspongiosa oder Kompakta, findet ebenso in der Veterinärmedizin Anwendung, 
wobei gerade hier diese rein stabilisierenden chirurgischen Maßnahmen oder mit hoher Morbidität 
an der Spenderstelle verbundenen Methoden häufig nicht ausreichen, um ein tiergerechtes und 
zufriedenstellendes Ergebnis zu erzielen. Die mit der Verwendung von autologer Spongiosa oder 
vaskularisierten Knochentransplantaten einhergehende Morbidität an der Entnahmestelle und die in 
der Masse begrenzte Verfügbarkeit stellen Limitierungen dar, die durch den Versuch, Knochen-
ersatzgewebe mit Hilfe des interdisziplinären Tissue Engineerings zu züchten, aufgehoben werden 
sollen. Unter Verwendung eines dreidimensionalen Trägermaterials, von Zellen und Wachstums-
faktoren wird versucht ein bioartifizielles gefäßgestieltes Transplantat zu generieren, das an der 
Empfängerstelle als vitales Transplantat einheilt. Neben der mechanischen Stabilität und der 
Möglichkeit, das Transplantat stabil in der Empfängerstelle zu integrieren, ist in vielen Fällen eine 
vorausgegangene Vaskularisation des Transplantates aufgrund der Defektgröße und damit auch der 
Größe des benötigten Transplantates von Nöten. Um das gezüchtete Gewebe an eine bestehende 
Gefäßachse der Empfängerregion anschließen zu können, bietet eine axiale Vaskularisations-
strategie den Vorteil das Gewebe ohne in vitro Schritte direkt im Organismus zu züchten und nach 
Generierung an die Empfängerstelle zu transplantieren. Durch den direkten Anschluss an die 
Empfängergefäße kann durch die sofortige Blutversorgung Gewebe verwendet werden, das 
aufgrund seiner Größe sonst nicht im Empfängerbett einheilen würde. 
Bislang sind zwar Konstrukte aus verschiedenen Knochenersatzmaterialien, Zellquellen und 
Wachstumsfaktoren in vitro und in vivo generiert worden, allerdings fehlt allen gezüchteten 
Knochengeweben eine zentrale Gefäßachse, die eine Transplantation an den Empfängerort 
ermöglicht.  
Das Ziel dieser Studie war es, die Generierung von Neoknochen durch zunächst subkutane 
Implantation im Schaf mit einer β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, mesenchymalen 
Stammzellen und als Wachstumsfaktor BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) ektop zu induzieren. 
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Um den für die spätere klinische Anwendung besten Ansatz zu finden, wurden die mesenchymalen 
Stammzellen sowohl direkt nach Entnahme und Separierung als auch nach Expansion verwendet. 
Das Potential zur Knochenbildung wurde mit oder ohne Zugabe von verschiedenen 
Konzentrationen an BMP-2 getestet.  
Im nächsten Schritt wurde zur Generierung von axial vaskularisiertem Knochengewebe das 
etablierte AV-Loop-Modell der Ratte auf das Schaf übertragen und Vaskularisation sowie die 
Induktion der Knochenbildung innerhalb des axial vaskularisierten Konstruktes mit einer  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen 
mit oder ohne BMP-2 als Wachstumsfaktor untersucht. 
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2 Literaturübersicht 
2.1 Knochen 
2.1.1 Funktion des Knochens 
Als Teil des Skelettes kommen dem Knochen vielfältige Aufgaben zu. Zusammen mit den 
Knorpeln, Gelenken und Bändern bilden die Knochen den passiven Teil des Bewegungssystems. 
Sie dienen nicht nur der mechanischen Stabilität des Körpers und schützen Organe, wie 
beispielsweise die Organe innerhalb des Brustkorbes oder der Schädelkalotte, sondern bilden mit 
der Muskulatur den Bewegungsapparat, der Lokomotion möglich macht. Alle Teile des 
Bewegungsapparates stehen in Verbindung mit dem Gefäß- und Nervensystem (KÖNIG und 
LIEBICH 2008). So nehmen die Knochen am metabolischen Austausch und dem 
Mineralstoffwechsel teil. 
2.1.2 Knochenaufbau und Knochenzusammensetzung, Knochenentstehung 
Knochenaufbau 
Alle Knochen des Körpers, sowohl die langen Röhrenknochen als auch die kurzen und flachen 
Knochen, bestehen aus der Substantia compacta und der Substantia spongiosa. Die Substantia 
compacta (Kortikalis) bildet die äußere kompakte Schicht der Knochen und macht rund 80% der 
gesamten Knochenmasse aus (KANIS 1997). Dieser kortikale Knochen bildet das stabile Gerüst der 
Knochen mit weniger als 10% Porosität. Die Substantia spongiosa ist hingegen porös und 
schwammartig. Sie ist aus Knochenbälkchen (Trabekeln) aufgebaut, die entsprechend der 
Belastungslinien angeordnet sind. So bilden Substantia compacta und Substantia spongiosa ein 
mechanisch belastbares Konzept, das sowohl ausreichend steif ist, als auch die nötige Elastizität bei 
Belastungen aufweist (BUCKWALTER und COOPER 1987). Innerhalb der Spongiosa liegt das 
Knochenmark, das entweder als gelbes Knochenmark (Medulla ossium flava) mit hohem Fettanteil 
oder rotes Knochenmark (Medulla ossium rubra) vorkommt. Als wichtigster Ort der Hämatopoese 
findet innerhalb des roten Knochenmarks die Differenzierung von Hämatoblasten zu Erythrozyten, 
Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten statt.  
LITERATURÜBERSICHT 
 4
Knochenformen und -entstehung 
Aufgrund ihres unterschiedlichen Aufbaus können zwei Formen von Knochen unterschieden 
werden. Immer wenn Knochen neu gebildet wird oder beim Knochenumbau entsteht zuerst 
Geflecht- oder Faserknochen (NG et al. 1997).  
Durch desmale oder chondrale Ossifikation entsteht diese primäre Form des Knochens. Bei der 
desmalen Ossifikation differenzieren mesenchymale Vorläuferzellen zu Osteoblasten (NOBLE und 
REEVE 2000), die beginnen Osteoid und Kollagenfasern zu synthetisieren. Das Osteoid wird 
mineralisiert und die innerhalb der mineralisierten Matrix liegenden Osteoblasten differenzieren zu 
Osteozyten, die über ihre Zellfortsätze weiter in Kontakt stehen. Faserknochen wird dann entweder 
in Lamellenknochen umgebaut oder bleibt als Knochen des äußeren Gehörganges, im Labyrinth des 
Innenohres und an Muskelansatzstellen bestehen. 
Bei der chondralen Ossifikation wird zuerst hyalines Knorpelgewebe gebildet, das dann in 
Knochengewebe umgewandelt wird. Als erster Schritt wird durch die perichondrale Ossifikation, 
bei der sich Chondroblasten des Perichondriums im Inneren der Diaphyse direkt in Osteoblasten 
umwandeln und beginnen Kollagenfasern und Osteoid zu synthetisieren, in Richtung Epiphyse 
Knochen gebildet. Das Perichondrium wandelt sich in das Periost um. Durch Hypertrophie und 
Zugrundegehen der im Inneren verbleibenden Chondrozyten verkalkt der hyaline Knorpel und 
durch über Blutgefäße eingewanderte Chondroklasten wird der verkalkte Knorpel abgebaut. 
Ebenfalls über die Gefäße einwandernde Osteoblasten und Osteoklasten bilden dann den Knochen 
enchondral (LIEBICH 2004). 
In den Lamellenknochen, die die langen Röhrenknochen des Körpers bilden, ist die Anordnung der 
Matrix gerichtet (SHAPIRO 2008). Sie bestehen aus der Diaphyse, einem langen Schaft, den beiden 
Epiphysen, von denen das Wachstum und die Gestaltung der Gelenkform ausgehen und den 
zwischen Diaphyse und Epiphysen liegenden Metaphysen (REMEDIOS 1999). Die Diaphysen 
bestehen vor allem aus Substantia compacta und sind an der Außenseite vom Periost bedeckt, das 
aus einer äußeren bindegewebigen (Stratum fibrosum) und einer inneren Schicht (Cambium) 
gebildet wird. Das Stratum fibrosum ist durch die Sharpey-Fasern, die aus Kollagenfaserbündeln 
gebildet werden, mit der Kortikalis verbunden. Das Cambium ist reich an Blutgefäßen, 
Nervenzellen und Knochenvorläuferzellen. Es bedeckt die Knochen vollständig, bis auf die 
Bereiche der Gelenkflächen und Muskelansätze (NICKEL et al. 2003). Im Inneren sind die 
Markhöhle und die Trabekel vom Endost überzogen, das einschichtig ist und vor allem aus 
Fibroblasten besteht, die im Prozess des Knochenumbaus eine wichtige Rolle spielen. 
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Abbildung 1:  Aufbau eines Lamellenknochens (BENNINGHOFF 1985) 
Der Feinaufbau der Lamellenknochen ist von den Osteonen oder Haverschen Systemen geprägt wie 
in Abbildung 1 dargestellt. Um den Zentralkanal, der mit Endost ausgekleidet ist und von 
Blutgefäßen, Nerven und mesenchymalem Gewebe durchzogen wird, liegen konzentrisch die 
Lamellen aus parallel angeordneten Kollagenfasern und Knochenmatrix mit eingelagerten 
Osteozyten, die über ihre Zellfortsätze in den Knochenkanälchen in Verbindung stehen. Durch die 
Volkmann-Gefäße, die quer durch die Osteone verlaufen, ist eine Verbindung zwischen Endost und 
Periost vorhanden (LIEBICH 2004). 
Gefäßversorgung 
Die Gefäßversorgung der Knochen findet über Vasa nutricia statt. Über die Foramina nutritiva 
treten die Arteriae nutritivae in die Markhöhle ein und verzweigen sich dann nach Aufteilung in die 
Markraumarterien im Endost. Die Foramina nutritiva liegen meist im proximalen Drittel am Schaft 
der langen Röhrenknochen, damit es nicht zu mechanischen Beeinträchtigungen der Blutversorgung 
während der Bewegung kommt. Weiter wird die Blutversorgung des Knochens durch das periostale 
Gefäßnetzwerk gesichert, das auch mit der Gefäßversorgung im Markraum in Verbindung steht 
(RHINELANDER 1968, TRUETA und MORGAN 1960). Die venöse Drainage findet über die 
Substantia spongiosa statt, von der aus der venöse Blutfluss über den periostalen Venenplexus zu 
den Venen der angrenzenden Muskeln geleitet wird (WALDEYER 2003).  
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2.1.3 Knochenmatrix und Zelltypen 
Knochenmatrix 
Die Knochenmatrix besteht aus einer mineralisierten anorganischen und einer nicht mineralisierten 
organischen Komponente.  
Anorganische Knochenmatrix 
Der mineralisierte Anteil beträgt rund 65% (BAROLI 2009) und enthält vor allem Hydroxylapatit, 
ein Kalziumphosphat mit der Summenformel Ca5(PO4)3(OH). Durch den hohen Karbonatanteil 
nimmt das Hydroxylapatit keine rein kristalline Form an und bleibt so für den metabolischen 
Mineralstoffwechsel verfügbar (FELSENBERG 2001). Andere Bestandteile der mineralisierten 
Matrix sind Kalziumkarbonat, Magnesiumphosphat und Kalziumfluorid (LIEBICH 2004). Die 
Form der mineralischen Anteile des Knochens wird zu einem Teil durch die organischen 
Komponenten, die Kristallisationskerne darstellen, bestimmt (BOSKEY 1992). Das Verhältnis von 
Kalzium zu Phosphat und die Anwesenheit von molekularen Kristallisationsinhibitoren wie 
Pyrophosphaten, Matrix-γ-Carboxylated Glutamat-Protein (Matrix-Gla-Protein) oder Osteocalcin 
bestimmen den Mineralisierungsgrad des Knochengewebes (MURSHED et al. 2005). 
Organische Knochenmatrix 
Der Hauptbestandteil der organischen Knochenmatrix sind Kollagenfasern. Kollagenfasern Typ I 
machen 90% der organischen Komponente aus. Es kommen aber auch in Spuren Kollagenfasern 
Typ III, V, XI und XIII vor (HILTUNEN et al. 1993, SANDBERG et al. 1989). Außer den 
Kollagenfasern sind über 160 nichtkollagene Proteine bekannt (TRIFFITT 1987), die Teil der 
extrazellulären Knochenmatrix sind. Darunter sind Glykoproteine, Proteoglykane, Sialoproteine, 
Matrixmetalloproteinasen und Enzyme.  
Osteocalcin ist ein γ-Carboxyglutaminsäure enthaltendes Protein (PRICE et al. 1976), das in 
mineralisiertem Gewebe nachgewiesen werden kann und dessen Vorkommen vor allem während 
der Frakturkonsolidierung erhöht ist (FANG et al. 2004). Das Matrix-Gla-Protein (MGP) wird im 
Gegensatz zu Osteocalcin nicht nur in mineralisiertem Knochen, sondern auch in anderen Geweben 
wie Knorpel, dem Herz, der Leber, der Niere und der Lunge nachgewiesen (MURSHED et al. 
2005) und steuert die Mineralisierung. 
Unter den Glykoproteinen macht Osteonectin mit 15% der nichtkollagenen Proteine den höchsten 
Anteil aus (CONN und TERMINE 1985). 
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Osteonectin fördert die Osteoblastendifferenzierung und hat Einfluss auf die Proliferation, 
Differenzierung und das Überleben von mesenchymalen Stammzellen (MSC) (DELANY und 
HANKENSON 2009). Fibronectin bindet an Zellen, Kollagen und Fibrin und moduliert so nicht nur 
die Zelladhäsion, sondern vermittelt auch die Wirkung von Wachstumsfaktoren während der 
Osteogenese (WEISS und REDDI 1981).  
Ähnliche Wirkungsmechanismen weist das Glykoprotein Thrombospondin auf, das außer 
Bindungsdomänen für Kollagen, Thrombin, Fibrinogen und weiteren Faktoren auch die 
Hydroxylapatit-, Kalzium- und Kalziumphosphatabscheidung fördert (LAWLER 1986).  
Zu der Gruppe der Sialoproteine gehört das Osteopontin. Osteopontin wird von Osteoblasten, 
Osteozyten, deren Vorläuferzellen und hypertrophen Chondrozyten produziert (OLDBERG et al. 
1988), wirkt osteokonduktiv, osteoinduktiv (GORDON et al. 2007) und dient als Kristalli-
sationskern für Hydroxylapatit (TYE et al. 2003). Es spielt nicht nur als Regulator von 
physiologischen Knochenumbauvorgängen, sondern auch als Promotor der Zellrekrutierung nach 
Frakturen eine Rolle (SANDBERG et al. 1993). 
Zu den Enzymen der Knochenmatrix zählen Matrixmetalloproteinasen, die in drei Gruppen 
eingeteilt werden können: Kollagenasen wie die Membrane type-1-Matrix Metalloproteinase, 
Gelatinasen wie die Matrixmetalloproteinase-2 und die Matrixmetalloproteinase-9 und 
Stromelysine (MATRISIAN 1990). Während der enchondralen Ossifikation und der Knochen-
remodellierung (STERNLICHT und WERB 2001) sind diese Enzyme aktiv und stellen wichtige 
Faktoren der Angiogenese dar (SANG 1998). 
Die alkalische Phosphatase kommt in der extrazellulären Knochenmatrix als gewebsunspezifische 
Form (tissue-nonspecific alkaline phosphatase oder TNAP) vor (SWALLOW et al. 1986). Sie wird 
von Osteoprogenitorzellen, Osteoblasten und frühen Osteozyten gebildet. In Osteozyten wird sie 
abhängig von der Zellzyklusphase produziert (FEDARKO et al. 1990). Sie wirkt durch die 
Hydrolyse von Pyrophosphaten direkt auf die Mineralisierung von Hydroxylapatit und kann auch 
als Kalziumträger fungieren. 
Zelltypen 
Insgesamt können fünf verschiedene Zelltypen des Knochens unterschieden werden. Knochen-
vorläuferzellen, die mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark entsprechen (CAPLAN 
1991, HAYNESWORTH et al. 1992), Osteoblasten, Osteozyten, Knochenoberflächenzellen und 
Osteoklasten. 
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Mesenchymale Stammzellen 
Mesenchymale Stammzellen sind multipotente Zellen, die durch ihre Möglichkeit in Osteoblasten, 
Chondrozyten, Adipozyten und Myoblasten zu differenzieren charakterisiert sind, und liegen vor 
allem im End- und Periost der Knochen meist in direkter Nähe der Blutgefäße (SATIJA et al. 2009). 
Durch Wachstumsfaktoren wie Tumornekrosefaktor β (TGF-β) oder die Gruppe der bone 
morphogenetic proteins (BMPs) und Transkriptionsfaktoren wie RUNX2 können sie zu 
Osteoblasten differenzieren (BIELBY et al. 2007). Außerdem spielen sie während der Fraktur-
heilung mit ihrer Fähigkeit durch Mitglieder der TNF-Familie wie Receptor- Aktivator of Nf-κB-
Ligand (RANKL) und Osteoprotegrin (OPG) das Gleichgewicht zwischen Osteoblasten- und 
Osteoklastenaktivität zu regulieren, eine wichtige Rolle (BOYCE und XING 2007). 
Osteoblasten 
Osteoblasten bilden als nicht mehr teilungsfähige Nachfolgerzellen (AUBIN 1998, AUBIN et al. 
1995) der aus den mesenchymalen Stammzellen entstehenden Präosteoblasten die Zellpopulation 
des Knochens, die durch die Synthese von Kollagenfasern Typ I, nicht kollagenen Matrixproteinen 
und bone morphogenetic proteins (BMPs) zur Knochenbildung beiträgt (LONG 2001). Durch die 
Bildung der nicht kollagenen Matrixproteine steuern die Osteoblasten die Mineralisierung des 
Osteoids und haben durch ihren Einfluss auf Osteoklasten Bedeutung bei der Knochenresorption 
(HENRIKSEN et al. 2009). 
Osteozyten 
Aus 10-20% der Osteoblasten, die sich mit Osteoid umgeben, werden Osteozyten, die zu Beginn an 
der Grenze zwischen Osteoblasten und mineralisierter Knochenmatrix liegen. Obwohl nur wenige 
Osteoblasten zu Osteozyten werden, sind diese die häufigste Zellform im Knochen (CAPLAN 
1991). Die metabolische Aktivität der Osteozyten sinkt, je mehr sie von mineralisierter Matrix 
umgeben werden, doch der Kontakt zu anderen Osteozyten, Osteoblasten und Blutgefäßen über 
lange Zytoplasmafortsätze in den Knochenkanälchen erhält ihren Stoffwechsel (LIEBICH 2004). 
Über diese Verbindung nehmen sie am Knochenstoffwechsel teil (NOBLE und REEVE 2000) und 
sind nicht nur bei Knochenumbauvorgängen beteiligt, sondern fungieren auch als mechanosensitive 
Zellen, die die Adaptation des Knochens bei Belastung mitsteuern (AARDEN et al. 1994). 
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Knochenoberflächenzellen 
Knochenoberflächenzellen oder bone lining cells liegen an der endostalen Knochenfläche. Sie 
entstammen der Osteoblastenlinie und stehen über gap junctions durch die Caniculi ossei mit den 
Osteozyten und Osteoblasten in Verbindung. Durch diese Verbindung tragen sie ähnlich wie 
Osteozyten zur Anpassung des Knochens nach mechanischer Belastung bei und sind an 
Knochenumbauvorgängen beteiligt (MILLER und JEE 1987). Allerdings übernehmen sie als 
zelluläre Barriere, die das Netzwerk der Knochenkanälchen mit dem restlichen extraossären Raum 
verbindet, eine noch wichtigere Rolle bei der Regulation des Mineralstoffhaushaltes und der 
Hämatopoese (CALVI et al. 2003). 
Osteoklasten 
Als gewebespezifische Makrophagen stammen Osteoklasten von hämatopoetischen Monozyten- 
oder Makrophagen-Vorläuferzellen ab, die in Kontakt mit dem Receptor-Aktivator of Nf-κB-
Ligand (RANKL) und dem Wachstumsfaktor colony-stimulating factor-1 (CSF-1) zu Osteoklasten 
differenzieren (FULLER et al. 1998, RAISZ 1999, YASUDA et al. 1998). Die aktiven 
mehrkernigen reifen Osteoklasten liegen dem mineralisierten Knochen direkt an und geben zuerst 
H+-Protonen, Cl--Ionen, hydrolytische Enzyme und Prokollagenase in die Resorptionslakune ab 
(VÄÄNÄNEN 2005). Die entstehenden Abbauprodukte, wie zum Beispiel freie Hydroxyl-
apatitkristalle, werden dann von den Osteoklasten phagozytiert und intrazytoplasmatisch in 
Lysosomen abgebaut. 
2.1.4 Remodellierung des Knochengewebes und beteiligte Signalmoleküle 
Knochengeweberemodellierung 
Das knöcherne Skelett ist ein aktiv am Metabolismus teilnehmendes Organ. Durch ständige 
Umbauvorgänge werden der Knochen an mechanische Belastungen angepasst, der Kalzium- und 
Phosphathaushalt reguliert und physiologisch entstehende Mikroläsionen repariert. Der Prozess des 
bone remodelling besteht aus drei Phasen: Aktivierung, Knochenresorption und Knochenbildung. In 
der Aktivierungsphase werden durch lokale und systemische Faktoren die Zellen der 
Osteoblastenlinie und Osteoklastenvorläuferzellen aktiviert. Nach der Differenzierung von 
hämatopoetischen Vorläuferzellen zu Osteoklasten beginnt die Phase der Resorption. Im Anschluss 
wird durch Osteoblasten der Knochen je nach Bedarf wiederaufgebaut oder angepasst. 
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Beteiligte Signalmoleküle 
Hormone 
Gesteuert wird die ständig stattfindende Knochenremodellierung systemisch durch verschiedene 
Hormone, die das Gleichgewicht zwischen Knochenauf- und Knochenabbau steuern. Je nach 
Stoffwechsellage oder besonderem Bedarf regulieren sie vor allem die Kalzium- und Mineral-
stoffkonzentration des Körpers.  
Das Parathormon (PTH) reguliert den Kalziumserumspiegel, bewirkt die vermehrte 
Kalziumresorption an den distalen Tubuli der Niere und steigert die Produktion von Calcitriol, das 
wiederum die intestinale Kalziumresorption steigert. Durch die Bindung an PTH-Rezeptoren der 
Osteoblasten führt es im Knochenstoffwechsel zur vermehrten Differenzierung von Osteoklasten 
über den RANK/RANKL-Signalweg (BOYLE et al. 2003). Es greift durch vermehrte Knochen-
resorption und verminderte Kollagensyntheseleistung regulierend ein, wenn der Serum-
kalziumgehalt zu niedrig ist. Allerdings kann die normalerweise im Gleichgewicht stehende 
katabole und anabole Wirkung des Parathormons bei intermittierend leicht erhöhten Spiegeln in 
Richtung der anabolen Wirkung verschoben werden (DEMPSTER et al. 1993).  
Calcitonin senkt an der Niere die Resorption von Kalzium und Phosphat, senkt die intestinale 
Kalziumresorption und die Calcitriolsynthese. Es bindet direkt an Osteoklasten und senkt so deren 
Resorptionsrate (NICHOLSON et al. 1986, ZAIDI et al. 2002).  
Östrogene greifen über direkte und indirekte Modulation in den Knochenstoffwechsel ein 
(ZALLONE 2006). Ein Mangel an Östrogen bewirkt, dass die Knochenresorption die Knochen-
bildung übersteigt und die Knochenmasse abnimmt.  
Androgene üben einen ähnlichen Einfluss auf die Knochenremodellierung aus, wobei sie im 
Gegensatz zu Östrogen einen Einfluss auf das radiale Wachstum der Knochen haben und so zum 
männlichen Erscheinungsbild beitragen (VANDERSCHUEREN et al. 2004). 
Thyroxin stimuliert indirekt durch die gesteigerte Produktion von RANKL, Interleukin-6 (IL-6) und 
Prostaglandinen durch Osteoblasten die Resorption durch Osteoklasten (MOSEKILDE et al. 1990). 
Durch die Hochregulation von fibroblast growth factor receptor (FGFR1) werden allerdings nicht 
nur Osteoklasten zur Proliferation angeregt, sondern auch Osteoblasten, wodurch Thyroxin eine 
essentielle Rolle in der Skelettentwicklung einnimmt (BASSETT und WILLIAMS 2003, 
STEVENS et al. 2003).  
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Die anabole Wirkung von Somatotropin basiert einerseits auf der indirekten Hochregulierung von 
insulin like growth factor 1 (IGF-1) (OHLSSON et al. 1998). Andererseits wirkt Somatatropin 
direkt − vor allem auf das Längenwachstum der Knochen − durch proliferierende Wirkung auf 
Osteoblasten und Osteoprogenitorzellen (ISAKSSON et al. 1982). 
Zytokine  
Die weitere Regulation und Steuerung der Knochenremodellierung wird durch Zytokine und 
Wachstumsfaktoren bewirkt. Zytokine, zu denen zum Beispiel Interleukine, Interferone und 
Prostaglandine gehören, sind in Prozesse der Knochenresorption und des Knochenumbaus 
eingebunden. Interleukin 1 (IL-1) und Interleukin 6 (IL-6) sind durch die Aktivierung von 
Osteoklasten an der Steuerung der Knochenresorption beteiligt (BOYLE et al. 2003). Parathormon 
steigert die Produktion von IL-6 durch Osteoblasten, während Östrogen die Produktion hemmt. Die 
Aktivierung von Osteoklasten wird auch durch indirekte Steigerung der IL-1 und IL-6 Produktion 
durch tumor necrosis factor α (TNF-α) gesteuert (GAO et al. 2004).  
Wachstumsfaktoren 
Wachstumsfaktoren sind Polypeptide, die parakrin oder autokrin direkt auf die Funktion, 
Differenzierung und Proliferation von Zellen Einfluss nehmen. 
TGF- β 
Die Proteine der Transforming growth factor β (TGF-β)-Familie werden beinahe ubiquitär 
exprimiert (SPORN et al. 1986), wobei Knochen neben den Thrombozyten den Ort der stärksten 
Expression darstellen. TGF-β1 wurde als erster Wachstumsfaktor dieser Familie beschrieben 
(ASSOIAN et al. 1983). Die verschiedenen Mitglieder dieser Wachstumsfaktorfamilie binden mit 
unterschiedlicher Affinität an ihre Rezeptoren und wirken abhängig von Isoform, Rezeptor und 
Konzentration (CENTRELLA et al. 1994). Neben der Aufgabe, durch Expression die Rekrutierung 
von Osteoprogenitorzellen zu forcieren (HUGHES et al. 1992), kommen der TGF-β-Familie 
abhängig vom Zeitpunkt der Expression während der Remodellierung des Knochengewebes 
verschiedene weitere wichtige Aufgaben zu. Die Hemmung der Differenzierung, Proliferation und 
Aktivierung von Osteoklasten in der Phase des Knochenaufbaus und die Aktivierung der 
Osteoklastogenese während der Phase der Knochenresorption gehören dazu (PFEILSCHIFTER et 
al. 1988). Als Promotor der Kollagenproduktion, die für jegliche Ossifikation notwendig ist, spielt 
es eine wichtige Rolle (CENTRELLA et al. 1992). Durch die Beeinflussung der Regulation von 
nichtkollagenen Matrixproteinen trägt TGF- β zudem zur Steuerung der Mineralisation des 
Knochens bei (JOYCE et al. 1990).  
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Zusätzlich steuern Mitglieder der TGF-β-Familie teilweise die Induktion von anderen 
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel vascular endothelial growth factor (SAADEH et al. 1999). 
Bone morphogenetic proteins 
Die Gruppe der bone morphogenetic proteins (BMP) gehört bis auf BMP-1 (WOZNEY et al. 1988) 
zur TGF-β-Familie und wurde von URIST (1965) als erstes beschrieben, nachdem er nach 
Implantation von dekalzifiziertem Knochengewebe in Muskulatur und subkutanes Gewebe 
Verknöcherungen beobachtete. BMPs sind osteoinduktive Wachstumsfaktoren, die die 
Differenzierung von Progenitorzellen in Knochenzellen ermöglichen. Ihre Wirkung bei der 
Skelettentwicklung und auch bei der Entwicklung anderer Gewebe beruht auf dem Einfluss auf die 
Differenzierung und Apoptoseinduktion von bespielsweise Osteoblasten, Chondroblasten und 
Epithelzellen (RILEY et al. 1996). Während der Embryonalentwicklung sind sie als Wachstums-
faktoren bei der Entwicklung verschiedener Organe wie Leber, Niere, Lunge und anderer 
mesodermaler Geweben beteiligt (SAKOU 1998). Ähnlich wie die anderen Wachstumsfaktoren der 
TGF-β-Familie regulieren sie die Proliferation und die Differenzierung abhängig von ihrer 
Konzentration (LEE et al. 2001). In niedrigen Konzentrationen bewirken sie vor allem 
Zellproliferation und Chemotaxis, während hohe Konzentrationen Zelldifferenzierung und 
Knochenbildung induzieren (URIST 1997). Vor allem BMP-2, -4, -7 und BMP-9 gelten als stark 
osteoinduktive BMPs, die die Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen und Fibroblasten 
in Osteoblasten bewirken (HOGAN 1996).  
IGF-1 
Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) oder auch Somatomedin C ist ein Polypeptidwachstumsfaktor, 
der vor allem in der Leber, aber auch in anderen Geweben wie zum Beispiel Muskel und Knochen 
gebildet wird. Die Sekretion von IGF-1 in der Leber und in Chondrozyten wird durch growth 
hormone (GH) gesteuert, wobei im Knochen die Sekretion von IGF-1 durch Osteoblasten vermehrt 
von Östrogen, Glucocorticoiden (ERNST und RODAN 1991, KASSEM et al. 1998), Parathormon 
(MC CARTHY et al. 1990, OHLSSON et al. 1992) und mechanischer Stimulation bewirkt wird 
(LEAN et al. 1995). IGF-1 steigert die Proliferation der Zellen der Osteoblastenlinie und die 
Osteoblastenreifung. Durch Hemmung von Kollagenasen und Regulation der Transkription von 
Kollagen I trägt es zur Bildung der Knochenmatrix und zur Erhaltung der Knochenmasse bei 
(CANALIS et al. 1995).  
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bFGF 
Der basic fibroblast growth factor (bFGF/FGF-2) gehört zur Familie der 23 fibroblast growth 
factors, die ab der Embryonalentwicklung wichtige Regulatoren der Zelldifferenzierung, 
Zellproliferation, des Zellwachstums und der Angiogenese sind (WILKIE et al. 1995). Durch 
Stimulation der Proliferation von Osteoblasten führt bFGF sowohl in vitro als auch in vivo zu 
vermehrter Knochenbildung (NODA und CAMILLIERE 1989, OKAZAKI et al. 1999).  
PDGF 
Von ROSS et. al (1974) wurde bei der Suche nach Serumbestandteilen, die die Proliferation von 
glatten Muskelzellen steigern, die Gruppe der platelet derived growth factors (PDGF) das erste Mal 
beschrieben. PDGF werden vor allem von Thrombozyten, aber auch in geringer Menge von 
Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen synthetisiert. In der Embryonalentwicklung, der 
Angiogenese und auch bei der späteren Proliferation von mesodermalen Zellen und vor allem in der 
Wundheilung kommt der Familie der PDGFs eine wichtige Rolle zu (ALVAREZ et al. 2006). 
Durch chemotaktische Effekte auf Osteoblasten und Osteoprogenitorzellen wird der 
Heilungsprozess während der frühen Phase der Frakturheilung durch PDGF unterstützt (ANDREW 
et al. 1995). 
2.1.5 Knochenheilung  
Knochen kann nach Kontinuitätsverlust ohne Narbenbildung heilen. Abhängig von der Frakturform 
kommt es zur primären oder sekundären Knochenheilung. Durch diese Regenerationsfähigkeit kann 
der Knochen sowohl in seiner Form als auch in seiner Funktion wieder hergestellt werden 
(GERSTENFELD et al. 2003).  
Primäre Knochenheilung 
Die primäre Knochenheilung entspricht einer vollständigen Regeneration des Knochens. Ohne 
Narbenbildung wird die Integrität des Knochens vollständig wiederhergestellt. Liegen die beiden 
Frakturenden sehr nah beieinander, kann ohne Kallusbildung oder Resorption größerer 
Knochenanteile der Knochen heilen. Man unterscheidet die primäre Kontaktheilung von der 
primären Spaltheilung.  
Die primäre Kontaktheilung tritt dann auf, wenn die Frakturenden in direktem Kontakt stehen 
(Abbildung 2 a) und während der Heilung keine Verschiebung der Enden gegeneinander stattfindet 
(EINHORN 1991).  
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Kann die Heilung so stattfinden, bilden zuerst Osteoklasten ausgehend von frakturnahen Osteonen 
dübelartige Verzahnungen (Abbildung 2 b) zwischen den beiden Knochenteilen (PALMER et al. 
1992). Nachdem die Verbindung von den Osteoklasten hergestellt ist, wachsen Blutgefäße in die 
Tunnel ein und Osteoprogenitorzellen können einwandern (SHAPIRO 1988). Durch die 
Differenzierung zu Osteoblasten wird dann der Defekt ausgehend von den Verzahnungen direkt mit 
Knochen durchbaut wie in Abbildung 2 c dargestellt. 
Primäre Spaltheilung findet immer dann statt, wenn kein direkter Knochenkontakt mehr vorhanden 
ist oder die Frakturenden leicht überlappen (PERREN 1979). Auch wenn die Fraktur nicht völlig 
stabil fixiert ist und Bewegung die Knochenheilung beeinflusst, kommt es zur primären 
Spaltheilung(Abbildung 3). Durch die Bildung eines Hämatoms in den Spalten können nach 
Einwachsen von Kapillaren aus dem angrenzenden Periost Osteoprogenitorzellen in den 
bindegewebig gefüllten Raum einwandern, die dann zu Osteoblasten differenzieren (SHAPIRO 
1988). Diese Osteoblasten beginnen mit der Bildung von Osteoid und es bildet sich 
Geflechtknochen im Frakturspalt (FROST 1989). Dieser zuerst noch mechanisch instabile 
Geflechtknochen unterliegt dann der Remodellierung und wird in Lamellenknochen umgewandelt. 
 
Abbildung 2:  Primäre Kontaktheilung (a) Die beiden Frakturenden liegen in 
direktem Kontakt zueinander. (b) Von Osteoklasten wird eine dübelartige Verbindung 
zwischen den beiden Fragmenten hergestellt und Blutgefäße können einwachsen. 
Osteoblasten beginnen mit dem Knochenaufbau. (c) Die Tunnel werden vollständig mit 
Knochengewebe aufgefüllt und die Fraktur ist vollständig verheilt. (Modifiziert nach 
BAROLI 2009) 
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Sekundäre Knochenheilung 
Ist eine Kontinuitätsunterbrechung von mehr als einem Millimeter zwischen den 
Knochenfragmenten vorhanden, wird die Fraktur durch sekundäre Knochenheilung repariert. Zuerst 
wird narbiges Zwischengewebe gebildet, das dann später in Knochengewebe umgewandelt wird. 
Dieser Prozess kann abhängig von der zu überbrückenden Lücke zwischen den Fragmenten Jahre 
dauern, wie in Abbildung 4 zum Zeitverlauf der sekundären Knochenheilung dargestellt.  
Nach dem Trauma und der Zusammenhangstrennung des Knochens entsteht ausgehend von 
Gefäßen des Knochens und des umliegenden verletzten Weichteilgewebes ein Frakturhämatom 
(BRIGHTON 1984). Angrenzende Knochenanteile werden durch die fehlende Gefäßversorgung 
nekrotisch. Es beginnt die Phase der Inflammation. 
Abbildung 3:  Primäre Spaltheilung (a) Zwischen den beiden Frakturenden besteht 
kein direkter Kontakt oder die Enden überlappen sich. (b) Nach der Hämatombildung 
wandern Osteoblasten ein und füllen die Zwischenräume mit Osteoid auf. (c) Es ensteht 
Geflechtknochen und Osteoklasten beginnen mit dem Umbau zu Lamellenknochen. Es 
bilden sich neue Osteone. (d) Nach dem vollständigen Umbau in Lamellenknochen ist 
der Frakturspalt stabil verheilt. (Modifiziert nach BAROLI 2009) 
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Abbildung 4:  Zeitverlauf der sekundären Knochenheilung. Nach ca. einer Woche, in 
der sich das gebildete Hämatom organisiert, bildet sich der fibröse Kallus aus. Der 
Umbau in den harten Kallus, in dem alle Vorgängergewebe in Geflechtknochen 
umgewandelt werden, kann abhängig von der Kallusgröße bis zu 16 Wochen in 
Anspruch nehmen. Die endgültige Wiederherstellung des Knochens als 
Lamellenknochen in der ursprünglichen Form kann Jahre dauern. (Modifiziert nach 
BAROLI 2009) 
Nach Degranulation der Thrombozyten und Vernetzung der während der Blutgerinnung gebildeten 
Fibrinfäden können Kapillaren ausgehend vom Periost, der Markhöhle oder auch aus dem 
umliegenden Weichteilgewebe einsprossen. Makrophagen und hämatopoetische Vorläuferzellen 
wandern in das Hämatom ein und der Abbau von nekrotischem Knochengewebe beginnt. Durch das 
Einwachsen von Fibroblasten beginnt nun die Phase der Granulation und Bildung des fibrösen 
Kallus durch Kollagesynthese (MC KIBBIN 1978). Ausgehend vom Periost beginnt die Bildung 
dieses fibrösen Kallus, der aufgrund der niedrigen Sauerstoffspannung im Inneren vor allem aus 
Knorpel besteht (BASSETT und HERRMANN 1961). 
 Der fibröse Kallus und die enthaltenen knorpeligen Anteile werden durch proliferierende 
Osteoblasten und Chondrozyten ausgebaut und die Mineralisierung beginnt. Von den periostalen 
Anteilen des Kallus aus entwickelt sich ein den Frakturspalt überbrückender Knochenmantel, der 
die Phase des harten Kallus einleitet. Während dieser Phase der Knochenheilung wird der gesamte 
Kallus mit Geflechtknochen durchbaut und die Stabilität der Fraktur nimmt zu (CHAO und INOUE 
2003). Anschließend wird der Geflechtknochen wieder in Lamellenknochen umgewandelt. Diese 
letzte Phase der Frakturheilung wird Remodellierungs- und Modellierungsphase genannt. Durch 
Knochenresorption und Knochenformation entsteht wie bei der Knochengeweberemodellierung 
beschrieben der stabile und der ursprünglichen Form entsprechende Lamellenknochen, womit die 
Frakturheilung abgeschlossen ist (NOBLE und REEVE 2000). 
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2.1.6 Pathologie der Knochenheilung 
Bleibt die vollständige Regeneration des Knochengewebes aus oder überschreitet die Heilungsphase 
den üblichen Zeitraum, können verschiedene Ursachen zugrunde liegen. Biologische, mechanische 
und generelle Faktoren können ursächlich beteiligt sein. Sowohl fehlende Stabilität der Fraktur, 
unzureichende Blutversorgung, ein die kritische Größe überschreitender Defekt, aber auch 
Knochennekrosen, Osteomyelitiden oder Tumoren können zu gestörter Knochenheilung führen. 
Weiter können sekundäre Faktorenerkrankungen, Medikamente oder pathologische Stoffwechsel-
lagen die physiologische Knochenheilung beeinträchtigen. 
Ist eine Fraktur nach mehr als drei Monaten nicht vollständig verheilt, spricht man von einer 
verzögerten Frakturheilung (delayed union) (ROSEN 1979). Ursächlich für eine verzögerte Heilung 
können die fehlerhafte Versorgung der Fraktur, wie zum Beispiel eine nicht adäquate 
Repositionierung, aber auch das nachträgliche Versagen der Fixation und auch andere Ätiologien 
wie mangelnde Gefäßversorgung und metabolische Faktoren sein (RUEDI und MURPHY 2000). 
Bleibt eine knöcherne Überbrückung der Fraktur nach 6-8 Monaten aus, bildet sich eine 
Pseudarthrose und der Status der non-union bleibt bestehen. Die Einteilung der Pseudarthrosen 
erfolgt einerseits nach ihrer Ätiologie in aseptische und septische, bewegliche oder stabile 
Pseudarthrosen. Nach ihrer Ausprägung kann weiter in hypertrophe oder atrophe Pseudarthrosen 
unterschieden werden (REED et al. 2002). Hypertrophe Pseudarthrosen entstehen durch inadäquate 
Immobilisierung und scheinen eine intakte Gefäßversorgung und ein reaktives Heilungspotential zu 
besitzen. Atrophe Pseudarthrosen entstehen ursächlich durch eine fehlende oder nicht ausreichende 
Blutversorgung. Die dadurch mangelhafte Versorgung und das Fehlen von Osteoprogenitorzellen 
führen dann zum Ausbleiben der Heilung (MEGAS 2005). Man spricht von avitalen oder inaktiven 
non-unions.  
Die gestörte oder unzureichende Blutversorgung einer Fraktur ist häufig bei verzögerter 
Knochenheilung und Pseudarthrosen anzutreffen und kommt vor allem bei Frakturen der langen 
Röhrenknochen mit einhergehendem Weichteiltrauma vor (BRINKER und BAILEY 1997, 
RHINELANDER 1974, RUNKEL und ROMMENS 2000). Die mangelnde Gefäßversorgung von 
Frakturen kann nach operativen Eingriffen zum Problem werden, wenn durch Osteosynthesen, zum 
Beispiel durch Marknägel, die Blutversorgung beeinträchtigt ist. Die nutritive Versorgung des 
Gewebes ist unterbrochen und führt zu Ischämie und Nekrosen, die vor allem das Periost betreffen 
(REED et al. 2002). So fehlen schon in der Inflammationsphase die über Makrophagen und 
chemotaktische Mediatoren gesteuerten Signalwege und es kann nicht zu einer Konsolidierung der 
Fraktur kommen.  
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Fehlende Stabilität der Frakturenden kann ebenso zu einer Knochenheilungsstörung führen, da 
durch die mechanische Verschiebung der in Heilung befindlichen Zone physiologische Abläufe wie 
die Ausbildung einer adäquaten Gefäßversorgung und Zellproliferation unterbleiben (STÜRMER 
1996). Durch die Instabilität oder interfragmentäre Spaltbildung wirken mechanische Kräfte auf die 
Reparationszone, diese reagiert durch überschießende Kallusbildung bei der hypertrophen 
Pseudarthrose. Wenn die Scherkräfte auf den Frakturspalt so groß sind, dass keine überbrückenden 
Gefäße einsprossen können, fehlt die Vaskularisation und eine atrophe Pseudarthrose bildet sich 
(CLAES et al. 2000). 
Übersteigt die Kontinuitätsunterbrechung zwischen den beiden Frakturenden die so genannte 
kritische Größe unterbleibt eine Knochenheilung. Durch Traumata, Debridement nach offenen 
Frakturen, Osteomyelitiden oder nach Resektion von Zysten und Knochentumoren übersteigt der 
Defekt die für eine physiologische Knochenheilung entscheidende Größe. Für Tiermodelle zur 
Erforschung dieser pathologischen Situation wurde die Definition beschrieben, dass ein Defekt 
kritischer Größe der kleinste intraossäre Defekt ist, der durch Knochenbildung während der 
Lebenszeit des Tieres nicht heilen würde und für den Organismus keine Möglichkeit zur Über-
brückung des Defektes aufgrund der Größe besteht (SCHMITZ und HOLLINGER 1986).  
Weitere Faktoren, die Einfluss auf die Knochenheilung haben, sind ferner Alter, katabole Stoff-
wechsellagen, Medikamente wie Kortikoide, nichtsteroidale Antiphlogistika, Antikoagulantien und 
Zytostatika (HULTH 1989). Erkrankungen wie Osteoporose oder Rachitis, die direkten Einfluss auf 
den Knochenstoffwechsel haben, genauso wie Diabetes mellitus und Gefäßerkrankungen, die nur 
indirekt Auswirkungen auf die Knochenheilung haben, können Knochenheilungsstörungen 
verursachen (EGERMANN et al. 2005, HULTH 1989, RIGGS und MELTON 1995).  
Klinische Folgen und Therapieansätze 
Durch Traumata, nach Tumorresektion entstehen Knochendefekte, bei denen die 
Regenerationsfähigkeit des Knochens nicht ausreicht, um den entstandenen Defekt zu überbrücken. 
Patienten müssen mehrfach operiert werden und der Heilungsverlauf ist häufig langwierig 
(SCHIEKER und MUTSCHLER 2006). Bedingt durch die steigende Lebenserwartung und eine 
zunehmende Zahl von Unfällen mit schweren Verletzungen steigt die Anzahl von Knochen-
erkrankungen, die mit Störungen der Knochenheilung einhergehen, stetig (COOPER et al. 1992). 
Diese Entwicklung führt einerseits zu einer hohen Belastung des Gesundheitssystems durch 
steigende Kosten und andererseits, da unter anderem immer mehr junge Menschen betroffen sind, 
zu der Herausforderung, die volle Funktion wiederherzustellen. In der Veterinärmedizin spielen 
Faktoren wie die hohen Kosten und die langen Heilungsphase eine noch größere Rolle.  
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Eine alleinige Stabilisierung der Knochendefekte reicht hier häufig nicht aus, um eine vollständige 
Ausheilung zu erzielen. Um den Ersatz des Knochengewebes zu gewährleisten, werden auch in der 
Veterinärmedizin die in der Humanmedizin angewandten Therapieoptionen ausgeschöpft und 
klinische Studien durchgeführt, um die optimalen Therapieoptionen zu finden (HAUSCHILD et al. 
2006). 
Knochentransplantation 
Da viele Knochendefekte ohne Knochenersatz nicht heilen, ist der autogene Knochenersatz nach 
der Bluttransfusion die am häufigsten durchgeführte Transplantation (BOYCE et al. 1999, VAN 
HEEST und SWIONTKOWSKI 1999).  
Autogene Knochentransplantation 
Als Goldstandard der Knochentransplantation gilt die autogene Transplantation (GAZDAG et al. 
1995). Dabei wird körpereigener Knochen gewonnen und als Ersatz in den Knochendefekt 
eingebracht. So kann autogener Knochen nicht nur den Substanzverlust ausgleichen, sondern wirkt 
sowohl osteoinduktiv (besitzt die Eigenschaft, knochenbildende Zellen zu mobilisieren und zu 
stimulieren) als auch osteokonduktiv (dient als Leitschiene) und besitzt osteogene Potenz. Aufgrund 
der Biokompatibilität kommt es nicht zu einer immunologischen Abstoßungsreaktion und die 
Vaskularisierung des Transplantates erfolgt rasch. Allerdings ist der klinische Einsatz autogener 
Knochentransplantate eingeschränkt, da bei ausgedehnten Defekten häufig die erforderliche Menge 
an autogenem Ersatzmaterial nicht zur Verfügung steht oder die Hebemorbidität im Verhältnis zu 
groß ist (ARRINGTON et al. 1996, BANWART et al. 1995, EBRAHEIM et al. 2001). Die mit der 
Gewinnung von autogenen Knochentransplantaten verbundene Morbidität wird mit bis zu 30% 
angegeben (DE LONG et al. 2007). Zu häufigen Komplikationen zählen Hämatome, Infektionen, 
Nervenläsionen, Hernienbildung und chronische Schmerzen an der Entnahmestelle (ARRINGTON 
et al. 1996, CHOU et al. 2004, YOUNGER und CHAPMAN 1989). 
Allogene und xenogene Knochentransplantation 
Allogene und xenogene Knochentransplantate besitzen im Gegensatz zu autogenen Transplantaten 
keine osteogenen Eigenschaften. Durch die Verfügbarkeit von größeren Mengen können hiermit 
aber auch Knochendefekte versorgt werden, deren Größe für eine autogene Transplantation 
limitierend ist. Die Vorbehandlung dieser Knochentransplantate führt allerdings dazu, dass alle 
osteogenen und zum Teil auch die osteoinduktiven Eigenschaften verloren gehen 
(HALLFELDT et al. 1995).  
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Die Gefahr einer Transplantatabstoßung führt zu einer Erhöhung der Komplikationsrate (AHO et al. 
1994, FRIEDLAENDER und HOROWITZ 1992) und das Risiko der Übertragung von 
Krankheitserregern ist im Gegensatz zu autogenen Transplantaten gegeben (LI et al. 2001). Trotz 
dieser Risiken werden sowohl allogene als auch xenogene Knochentransplantationen durchgeführt 
und die osteokonduktiven Eigenschaften und die Biokompatibilität beider Gruppen wurde 
nachgewiesen (MEYER et al. 2008) 
Vaskularisierte Knochentransplantate 
Wenn der Knochendefekt mit einem ausgedehnten Weichteilschaden einhergeht, ist die 
Verwendung eines vaskularisierten Knochentransplantates eine Möglichkeit der Therapie. 
Entsprechend der Lokalisation des Defektes kommen freie Fibula-, Skapula- oder 
Beckentransplantate zum Einsatz (OZAKI et al. 1997, SHEA et al. 1997, SWARTZ et al. 1986). 
Durch den mikrochirurgischen Anschluss an das Blutgefäßsystem in Defektnähe ist eine 
Vaskularisation gewährleistet und es können Defekte überbrückt werden, die mit nicht 
vaskularisierten Transplantaten nicht behandelt werden könnten (HIERNER et al. 2009, 
SOUCACOS et al. 2006). Allerdings zählen zu den Nachteilen der vaskularisierten Transplantate 
die anatomisch bedingt eingeschränkte Formbarkeit und die durch die Gefäßachse festgelegte 
Orientierung (MALIZOS et al. 2004). Die Hebemorbidität dieser Transplantate ist größer als bei 
autogenen Transplantaten und die Komplikationsrate an der Entnahmestelle ist hoch (BABOVIC et 
al. 2000, POLLOCK et al. 2005). Frühe Komplikationen an der Entnahmestelle sind 
Wundheilungsstörungen, Infektionen und Nekrosen der eingesetzten Haut- oder Haut-Muskel-
transplantate (ANTHONY et al. 1995). Als Langzeitkomplikationen treten häufig Sensibilitäts-
störungen, chronische Schmerzen, Bewegungseinschränkungen und Narbenbildung auf 
(ZIMMERMANN et al. 2001). 
2.2 Tissue Engineering 
2.2.1 Prinzipien des Tissue Engineerings 
Tissue Engineering ist ein interdisziplinäres Gebiet, das die Entwicklung von künstlich generierten 
biologischen Geweben zum Ziel hat. Im Zusammenwirken von Biowissenschaft, 
Materialwissenschaft und Technologie entstehen biologische Konstrukte, die die Gewebefunktion 
ersetzen oder wiederherstellen (NEREM und SAMBANIS 1995). Zur Generierung dieser 
Konstrukte kommen drei Bausteine zum Einsatz: Zellisolate, gewebeinduzierende Substanzen wie 
Signalmoleküle und strukturelle Gerüste (Matrizes) in Kombination mit Zellen (LANGER 2000).  
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Die Kombination dieser Strategien, die häufig zunächst mit einer in vitro-Phase beginnt, in der die 
Zellisolate expandiert oder differenziert werden, führt dann in der in vivo-Phase zur 
Gewebezüchtung. So ist es in den letzten zehn bis zwanzig Jahren gelungen, in experimentellen 
Studien verschiedene Gewebsanteile, wie Haut-, Muskel-, Knochen-, Knorpel- oder Leberzellen zu 
züchten (STOCK und VACANTI 2001, VACANTI und VACANTI 2000).  
Insgesamt ist das Gebiet des Tissue Engineering ein schnell wachsender Forschungszweig, der 
Hoffnung macht, die Therapie bisher nicht heilbarer Gewebsdefekte möglich zu machen 
(LYSAGHT und REYES 2001). 
2.2.2 Prinzipien des Tissue Engineerings von Knochen 
Gezüchteter Knochen muss hohen klinischen Anforderungen standhalten. Einerseits muss die 
mechanische Stabilität gegeben sein, andererseits auch die Form je nach Defekt individuell passend 
sein. Durch die hohen mechanischen Belastungen und für ein verbessertes Einwachsen ist eine 
stabile Integration in das Empfängerbett unumgänglich. In Fällen eines großen traumatischen 
Weichteildefektes oder durch Tumorexzision entstandenen langstreckigen Knochendefektes und 
nach Bestrahlung kann eine initiale Vaskularisierung notwendig sein, um das Anwachsen des 
gezüchteten Knochengewebes zu ermöglichen.  
Je nach Anforderung muss das gezüchtete Gewebe osteokonduktiv sein, also als Leitschiene für von 
außen einwachsendes Neoknochengewebe dienen (CORNELL und LANE 1998). Osteoinduktivität, 
die Eigenschaft Knochenbildung durch Anlockung und Stimulation knochenbildender Zellen zu 
ermöglichen, wird ebenso von gezüchtetem Knochengewebe erwartet, wie im besten Fall auch die 
Osteogenität, d. h. Knochengewebe de novo zu bilden (COOPER et al. 2001, HOTZ und HERR 
1994).  
Ziel des Tissue Engineering von Knochengewebe ist nicht nur eine Überbrückung großer Defekte, 
sondern die vollständige Regeneration von funktionstüchtigen Knochen (MUSCHLER et al. 2004).  
Biomaterialien als Grundgerüst im Knochen Tissue Engineering 
In allen Geweben kommen neben Zellen auch Matrizes vor, die als biologisches Grundgerüst für 
das Zellwachstum und die Zellorientierung dienen und die für die entsprechenden 
Umweltbedingungen, wie Ernährung, Versorgung mit Zytokinen und Wachstumsfaktoren sorgen 
und zudem als Wasserreservoir der Zellen fungieren (HUANG und INGBER 1999).  
Dreidimensionale Knochenersatzstoffe sind ein Ansatz, dieses biologische Grundgerüst im Tissue 
Engineering zu ersetzen. Die Knochenersatzstoffe müssen biokompatibel sein und das umliegende 
Gewebe muss einwachsen können.  
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Neben osteokonduktiven, osteoinduktiven und eventuell osteogenen Eigenschaften ist eine 
Resorption mit der Geschwindigkeit, in der der Ersatzstoff durch körpereigenes Gewebe ersetzt 
wird, eine weitere Eigenschaft, die einen Knochenersatzstoff ausmacht (YANG et al. 2001).  
Man unterscheidet prinzipiell zwischen organischen und anorganischen Matrizes. Zu den 
organischen Matrizes zählen biologische Matrizes, natürliche Biopolymere und synthetische 
biologisch abbaubare Polymere. 
Organische Matrizes 
Biologische Matrizes können entweder allogen oder xenogen gewonnen werden. Demineralisierte 
Knochenmatrizes werden aus kortikalem Knochen gewonnen und danach prozessiert, so dass die 
Gefahr einer Übertragung von Infektionserregern oder die Gefahr einer Abstoßungsreaktion 
verhindert wird (BOS et al. 1983). Da nur alle zellulären Bestandteile durch chemische Verfahren 
entfernt werden, bleibt die eigentliche Struktur erhalten und kann dann als osteokonduktiver 
Ersatzstoff verwendet werden (EINHORN et al. 1984). Demineralisierte Knochenmatrizes gelten 
als einzige der Knochenersatzstoffe auch als osteoinduktiv, da durch die Demineralisierung nicht 
alle Zytokine und Wachstumsfaktoren verloren gehen (FLEMING et al. 2000).  
Allogene Spongiosa kommt ebenfalls als biologische Matrix in Frage. Sie wird zur Vermeidung 
einer Immunreaktion im Empfängerorganismus gefroren, demineralisiert, gefriergetrocknet und 
chemisch vorbehandelt, um die Übertragung von Infektionserregern zu verhindern (SANDHU et al. 
1999). Abhängig von der Vorbehandlung sind diese Biomaterialien nicht mehr osteoinduktiv und 
bilden nur ein osteokonduktives Gerüst für die Verwendung im Tissue Engineering. 
Natürliche Biopolymere wie Kollagen, Fibrin, Hyaluronsäure, Chondroitinsulfat, Alginat, Gelatine 
und Seide sind biokompatibel und degradierbar, wobei es in unterschiedlicher Ausprägung zu einer 
Immunantwort des Empfängers kommen kann und durch die tierische Herkunft einiger 
Biopolymere die Gefahr einer Erregerübertragung besteht. Abhängig von ihrer mechanischen 
Stabilität und ihrer Möglichkeit mit Zellen und löslichen Molekülen zu interagieren werden sie in 
Kombination mit anderen Matrizes und Wachstumsfaktoren verwendet (LI et al. 2006, PETROVIC 
et al. 2006, RADICE et al. 2000, SACHLOS et al. 2006, XU et al. 2005, YANG et al. 2004, 
ZHANG et al. 2003). 
Synthetische biologisch abbaubare Polymere wie Poly-L-Laktatsäure (PLLA), Poly-L-Glykolsäure 
(PLGA), Polycaprolacton (PCL) werden aufgrund ihrer Vorteile gegenüber natürlichen Polymeren 
häufig für die Produktion von Biomaterialien im Knochen Tissue Engineering eingesetzt (CIMA et 
al. 1991, HUTMACHER 2000, LIU und MA 2004, MIDDLETON und TIPTON 2000, WEINAND 
et al. 2006). Im Gegensatz zu natürlichen Polymeren besteht bei ihrer Verwendung keine 
Infektionsgefahr und sie sind nicht immunogen.  
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Abhängig von der Herstellungsmethode sind synthetische Polymere in ihren mechanischen und 
chemischen Eigenschaften wandelbar, die Degradation ist steuerbar und sie bieten so die 
Möglichkeit einer den jeweiligen Ansprüchen entsprechenden Anwendung. Der klinische Einsatz 
dieser Polymere ist allerdings beschränkt, da es bei der Degradation zu einer pH-Wert Senkung 
kommt und sich Mikrokristalle bilden können, die dann zu einer Fremdkörperreaktion führen 
(IGNATIUS et al. 2001). 
Anorganische Matrizes 
Anorganische Materialien sind kalziumphosphat- oder kalziumsulfathaltige Keramiken und 
Materialien, bioaktives Glas und Verbundstoffe der verschiedenen Materialien.  
Trikalziumphosphatkeramiken und Hydroxylapatitkeramiken induzieren eine ähnliche biologische 
Antwort wie Knochen in Geweben. In Kontakt mit gesundem Knochen wird an ihrer Oberfläche 
Osteoid gebildet. Allerdings wirken sie − allein in Knochendefekten eingesetzt − weder osteo-
induktiv noch osteogen und bilden nur eine osteokonduktive Leitschiene für neu einwachsenden 
Knochen (BOHNER 2000, HOLLINGER et al. 1996). Durch die Kombination dieser beiden 
Keramiken kann die Zeit der Biodegradation gesteuert werden, da Hydroxylapatidkeramiken im 
Gegensatz zu Trikalziumkeramiken nur sehr langsam oder nicht abbaubar sind. Allerdings findet 
selten ein vollständiger Abbau statt (CARSON und BOSTROM 2007). Um die trabekuläre Struktur 
von Knochen nachzuahmen und die Oberflächenstruktur zu optimieren, werden die Keramiken 
durch verschiedene Herstellungsverfahren so osteoinduktiv wie möglich gestaltet.  
Durch die Ausformung der Keramiken und Verwendung von β-Trikalziumphosphat, das hoch porös 
mit einer Porengröße von 1-1000 µm verarbeitet werden kann, ist es möglich die Vaskularisierung, 
die Infiltration mit knochenbildenden Zellen und die Versorgung mit Nährstoffen und 
Signalmolekülen zu gewährleisten (ERBE et al. 2001, GAZDAG et al. 1995). 
Bioaktives Glas ist nicht porös, je nach Zusammensetzung löslich bis unresorbierbar und die 
mechanische Stabilität ist höher als die der Keramiken. Bei der Verwendung von bioaktivem Glas 
findet die Knochenbildung an der Oberfläche der Matrix statt, an der Kalzium und Phosphat 
freigesetzt werden, die dann zu Hydroxylapatitkristallen mineralisieren und so die Knochenbildung 
beschleunigen (AHO et al. 1993, GROSS et al. 1981). Durch ihre osteokonduktiven Eigenschaften 
und ihre hohe Biokompatibilität finden sie klinisch Anwendung in der Kieferchirurgie 
(FINKEMEIER 2002).  
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Osteogene Zellen und ihre Verwendung im Knochen Tissue Engineering 
Um Gewebewachstum zu induzieren, müssen Zellen vorhanden sein, die in der Lage sind, das 
entsprechende Gewebe zu bilden. Osteogene Zellen sind Zellen, die durch Transplantation 
eingebracht oder durch osteoinduktive Faktoren im Körper selbst angelockt werden und zur 
Knochenbildung fähig sind. Die Population osteogenetischer Zellen ist nicht einheitlich und es ist 
noch nicht eindeutig erwiesen, welche Zelltypen sich am besten für das Knochen Tissue 
Engineering eignen. Für eine Verwendung im Tissue Engineering müssen die Zellen isolierbar und 
möglichst expansionsfähig sein. Der osteoblastische Phänotyp, den sie bilden, muss stabil sein und 
die Knochenbildungskapazität und Langzeitsicherheit muss gewährleistet sein.  
Periostale Zellen 
Periostale Zellen können sowohl in die osteogenetische Linie als auch in Chondrozyten 
differenzieren (NAKAHARA et al. 1991). Für Zellen aus der Cambiumschicht, die als periostale 
Vorläuferzellen bezeichnet werden, ist die Differenzierungsfähigkeit in Osteoblasten und 
Chondrozyten nachgewiesen (ITO et al. 2001, NAKAHARA et al. 1990). Im Knochen Tissue 
Engineering konnte mit verschiedenen Versuchsansätzen dieses Potential in vitro bestätigt werden 
(NAKAHARA et al. 1990, NAKAHARA et al. 1991, SPITZER et al. 2002). Der Einfluss 
verschiedener Wachstumsfaktoren wie TGF-β oder bFGF wurde erforscht und die Möglichkeit, die 
Differenzierung der Zellen in Chondrozyten oder Osteoblasten zu steuern, nachgewiesen 
(IWASAKI et al. 1995). In in vivo-Versuchen konnte der Einfluss verschiedener Knochen-
ersatzstoffe oder Trägermaterialien auf periostale Vorläuferzellen und ihr Potential Knochen  
de novo zu generieren nachvollzogen werden (PERKA et al. 2000). Trotz der vielversprechenden 
Eigenschaften dieser periostalen Vorläuferzellen sind sie aufgrund der Verfügbarkeit und ihrem 
Differenzierungspotentials anderen Zellen im Tissue Engineering unterlegen, obwohl sie bereits in 
klinischen Vorstudien eingesetzt werden (SCHMELZEISEN et al. 2003, YANG et al. 2002). 
Osteoblasten 
Die aus der osteogenen Linie von mesenchymalen Stammzellen abstammenden Osteoblasten sind 
ausdifferenzierte Zellen, deren Enddifferenzierung nach einer begrenzten Zahl von 
Replikationszyklen auftritt (AUBIN et al. 1995). Durch die Ausdifferenzierung ist eine schnelle 
Induktion von de novo Knochenbildung gegeben. Allerdings ist der Nachteil der begrenzten 
Teilungsfähigkeit nicht zu vernachlässigen.  
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Mit verschiedenen Methoden wurden Osteoblasten durch Isolation und in vitro-Differenzierung 
gewonnen, wobei die meisten Versuche als Ausgangszellpopulation mesenchymale Stammzellen 
nutzen (ARKUDAS et al. 2007, OKUMURA et al. 1997, WANG et al. 2007, YOSHIKAWA et al. 
1996). 
Mesenchymale Stammzellen 
Mesenchymale Stammzellen sind multipotente Zellen, die die Fähigkeit besitzen, durch 
asymmetrische Zellteilung identische Klone und verschiedene mesenchymale Phänotypen zu 
bilden, wie sie in Abbildung 5 dargestellt sind (JIANG et al. 2002, PITTENGER et al. 1999). 
Sie befinden sich als undifferenzierte Zellen in verschiedenen Geweben des Körpers und behalten 
ihr Differenzierungspotential lebenslang. Bei Verletzung dieser Gewebe oder durch andere Stimuli 
wie Wachstumsreize können sie durch die Sekretion von Signalmolekülen in die Umgebung 
Heilungsprozesse beeinflussen oder durch Einwanderung in das verletzte Gewebe und Differen-
zierung direkt zur Heilung beitragen (HORWITZ et al. 2002, SATIJA et al. 2009, SLACK 2000).  
Abbildung 5:  Differenzierungspotential der mesenchymalen Stammzellen  
(Modifiziert nach CAPLAN und BRUDER 2001) 
 
LITERATURÜBERSICHT 
 26
Mesenchymale Stammzellen können in Knochen-, Knorpel-, Muskel-, Sehnen-, Bänder-, Fett-
gewebe und in neuronale Gewebe differenzieren (BRAZELTON et al. 2000, JOHNSTONE et al. 
1998, MEZEY et al. 2000, OWEN und FRIEDENSTEIN 1988, TUAN et al. 2003, WAKITANI et 
al. 1995). 
Die Gewinnung dieser mesenchymalen Stammzellen ist aus Knochenmark, Fettgewebe, 
Muskelgewebe und peripherem Blut möglich, allerdings konnten die Zellen auch aus 
Thymusgewebe, Milzgewebe, Leber und Pankreas sowie aus der Haut und dem Gehirn isoliert 
werden (CAMPAGNOLI et al. 2001, CANCEDDA et al. 2003, KUZNETSOV et al. 2001). 
Im Knochenmark wurden die Zellen bereits in den 60er Jahren des letzten Jahrhunderts entdeckt 
und die Differenzierungsfähigkeit in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten dieser 
mesenchymalen Stammzellen gezeigt (FRIEDENSTEIN et al. 1968, LEE et al. 2004). Aus 
Knochenmark gewonnene mesenchymale Stammzellen sind nur zu einem Drittel in der Lage in 
Chondrozyten, Osteoblasten und Adipozyten zu differenzieren. Die restlichen Zellen sind entweder 
bi- oder unipotent und differenzieren nur in Chondrozyten und Osteoblasten oder nur in 
Osteoblasten (MURAGLIA et al. 2000). Aufgrund dieser für aus Knochenmark gewonnenen 
mesenchymalen Zellen beschriebenen Eigenschaften sind sie für das Knochen Tissue Engineering 
gut geeignet.  
Die relativ leichte Gewinnung durch Knochenmarkspunktion, durch die sich mesenchymale 
Stammzellen mit nur geringer Morbidität gewinnen lassen und die einfache Isolation durch 
Dichtegradienten sind Gründe, warum mesenchymale Stammzellen häufig im Tissue Engineering 
verwendet werden. Auch nach Expansion und nach Kryokonservierung bleibt das osteogenetische 
Potenzial der Zellen weitgehend erhalten (BRUDER et al. 1997).  
Die Charakterisierung der kultivierten mesenchymalen Stammzellen kann durch ihre 
Plastikadhärenz, den Nachweis typischer Oberflächenmarker und ihr in vitro Differenzierungs-
potential nachgewiesen werden (SCHIEKER et al. 2007). Durch den Nachweis mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie auf Proteinebene und mit der Polymerasekettenreaktion auf RNA-Ebene 
können durch den Nachweis der Marker CD29, CD44 und CD106 und das Fehlen hämatopoetischer 
Marker wie CD45, CD34 oder CD14 Zellen als mesenchymale Stammzellen angesprochen werden. 
Nur das Vorhandensein und Fehlen mehrerer der genannten Marker macht eine eindeutige 
Charakterisierung der Zellen möglich. Außerdem besteht die Möglichkeit sie während der 
Expansion in Richtung Osteoblasten zu differenzieren und so eine Zellquelle zu generieren, die 
dann zur Knochengewebszüchtung verwendet werden kann (BAKSH et al. 2004).  
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Im Knochen Tissue Engineering sind mesenchymale Stammzellen mit verschiedenen Bio-
materialien in vitro untersucht worden und die Beschaffenheit der Biomaterialien ist den 
Bedürfnissen der mesenchymalen Stammzellen angepasst worden (MANTE et al. 2003, MAUNEY 
et al. 2004, WILSON et al. 2004). Es konnte gezeigt werden, dass auch in vivo das Potential zur 
Differenzierung in die Osteoblastenlinie durch die Gestaltung der Biomaterialien positiv beeinflusst 
werden kann (ARINZEH et al. 2003, CINOTTI et al. 2004, VAN DEN DOLDER et al. 2003). 
In Studien wurden Konstrukte, die mit mesenchymalen Stammzellen besiedelt waren zur Wirbel-
fusion, zur Heilung von critical-size-Defekten und in der Kieferchirurgie eingesetzt. Die 
Möglichkeit dieser Konstrukte, den Heilungsverlauf positiv zu beeinflussen, konnte gezeigt werden 
(BENSAID et al. 2005, KON et al. 2000, SHANG et al. 2001). Trotz der vielversprechenden 
Ergebnisse mit expandierten mesenchymalen Stammzellen sollte bedacht werden, dass es durch die 
Expansion zu einer Wachstumsderegulation kommen kann und die Möglichkeit einer eventuellen 
malignen Entartung der Zellen besteht (RUBIN 2001). Des Weiteren birgt die vorübergehende  
ex vivo Phase die Gefahr von zum Beispiel Zellkulturinfektionen und erfordert grundsätzlich die 
Beachtung von hohen Standards, zum Beispiel das Arbeiten nach GMP-Richtlinien. 
Osteoinduktive Faktoren im Knochen Tissue Engineering 
Die physiologische Knochenentwicklung, die Remodellierung des Knochengewebes und die 
Heilung von Frakturen werden durch die koordinierte Expression von intrazellulären und 
extrazellulären Faktoren gesteuert (TSIRIDIS et al. 2007). Die verschiedenen Wachstumsfaktoren 
beeinflussen die Zellproliferation, -differenzierung und die Produktion extrazellulärer Matrix 
(GERSTENFELD et al. 2003). Im Knochen Tissue Engineering werden der transformierende 
Wachstumsfaktor β (TGF-β), Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), insulinähnlicher Wachstums-
faktor I/II (IGF I/II), Platelet Derived Growth Factor (PDGF) und die Bone Morphogenetic Proteins 
(BMP) verwendet, um eine Knochenbildung zu induzieren oder zu beschleunigen (CHANG et al. 
2007, KANDZIORA et al. 2002, SCHMIDMAIER et al. 2000, WILTFANG und MERTEN 1996).  
Von diesen Wachstumsfaktoren finden vor allem die Gruppe der Bone Morphogenetic Proteins 
(BMP) Anwendung sowohl im Tissue Engineering als auch im klinischen Bereich. BMP-2 und 
BMP-7 werden in klinischen Studien zur Heilung von Segmentdefekten, bei Wirbelkörperfusionen 
und bei Fibula- oder Tibiapseudarthrosenbildung eingesetzt (SCHMIDMAIER et al. 2007).  
In verschiedenen Tiermodellen wurde BMP-2 in Kombination mit unterschiedlichen Biomaterialien 
getestet. Die Verwendung von Trikalziumphosphatkeramiken mit BMP in einem Schädeldefekt-
modell des Hundes war der erste Versuch, die Knochenheilung von Defekten kritischer Größe mit 
Verwendung von BMP zu erzielen (URIST et al. 1987).  
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Es folgten weitere Versuche mit Defekten kritischer Größe am Kaninchenfemur (OHURA et al. 
1999), Trepanationsdefekten am Femur bei Ratte und Schaf (MAUS et al. 2008, NIEDHART et al. 
2003). Aufgrund der osteokonduktiven Eigenschaften der Keramiken wurden Hydroxylapatit-
Trikalziumphosphatkeramiken zusammen mit BMP auch in Alveolardefektmodellen verwendet 
(BARBOZA et al. 2000).  
Insgesamt sind die BMP und vor allem BMP-2 und BMP-7 die am häufigsten im Knochen Tissue 
Engineering eingesetzten Wachstumsfaktoren, da sie nicht nur eine orthotope Knochenbildung 
steigern, sondern auch ektope Knochenbildung hervorrufen können und so osteoinduktives 
Potential haben (JIN et al. 2000, ZHANG et al. 2004). 
Nachdem es Ende der 80er Jahre gelang, aktives rekombinantes BMP herzustellen, folgten die 
ersten klinischen Studien (JOHNSON et al. 1988, WOZNEY et al. 1988). Seit 2002 ist BMP-2 
klinisch zugelassen und nach großen klinischen Studien nun in der Anwendung bei offenen 
Tibiaschaftfrakturen und bei anterioren und posterioren Lendenwirbelfusionen einsetzbar 
(BURKUS et al. 2002, GOVENDER et al. 2002). 
Vaskularisationsstrategien im Knochen Tissue Engineering 
Nach der erfolgreichen in vitro Züchtung von dreidimensionalen Konstrukten bleibt das Problem 
der Versorgung mit Sauerstoff, Nährstoffen und des Abtransports von CO2 und 
Stoffwechselmetaboliten bestehen. Gerade größere gezüchtete Gewebekonstrukte können aufgrund 
zu großer Diffusionsstrecken an der im Körper implantierten Stelle durch Nekrose zugrunde gehen. 
Für eine suffiziente Versorgung der Zellen durch Diffusion ist ein Abstand von 100-200µm vom 
nächsten Blutgefäß entscheidend. Alle Zellen, die weiter entfernt sind, können nicht ausreichend 
versorgt werden (MUSCHLER et al. 2004). Während in vitro dreidimensionale Konstrukte in 
Bioreaktoren durch ständigen Mediumfluss besiedelt werden können, sterben viele der Zellen 
gerade im Zentrum des Konstruktes nach der Transplantation aufgrund der fehlenden Sauerstoff- 
und Nährstoffversorgung ab (GOMES et al. 2003, SEITZ et al. 2007, VOLKMER et al. 2008).  
Architektur und Struktur des Biomaterials 
Eine Möglichkeit der Vaskularisation von gezüchteten Geweben ist die Entwicklung von 
Biomaterialien, die durch ihre Architektur und vor allem durch ihr Porendesign das Einwachsen von 
Kapillaren und die schnelle Besiedelung mit Zellen des Organismus möglich machen (GOMES et 
al. 2006, KARAGEORGIOU und KAPLAN 2005, MARTINS et al. 2008). Durch die Herstellung 
von Biomaterialien, die die geometrischen Strukturen von Kapillaren oder Gefäßen imitieren und in 
vitro besiedelt werden können, kann ein Gefäßnetzwerk entstehen, das nach Implantation Anschluss 
an das lokale Gefäßnetz finden kann (BORENSTEIN et al. 2007). 
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Angiogene Wachstumsfaktoren 
Angiogene Wachstumsfaktoren, die bei der Neovaskularisation und bei der enchondralen 
Ossifikation eine wichtige Rolle spielen, können im Knochen Tissue Engineering als Strategie zur 
Vaskularisation von gezüchtetem Gewebe genutzt werden (TARKKA et al. 2003). Das Augenmerk 
liegt vor allem auf der Entwicklung von Biomaterialien oder Systemen, die die Freisetzung der 
Wachstumsfaktoren sowohl zeitlich gesteuert als auch die Konzentration betreffend möglich 
machen. Es sind viel natürliche, synthetische oder zusammengesetzte Materialien in Bezug auf ihre 
Freisetzungskinetik von Wachstumsfaktoren gestestet worden. Vor allem der Vascular Endothelial 
Growth Factor (VEGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) und Platelet Derived Growth 
Factor (PDGF) wurden in Bezug auf ihre Wirkung auf die Bildung von Gefäßnetzwerken und 
Kapillaren untersucht (KAIGLER et al. 2006, SAKIYAMA-ELBERT und HUBBELL 2000, 
SILVA et al. 2007, TANIHARA et al. 2001). Die Kombination von verschiedenen Wachstums-
faktoren mit ihrer unterschiedlichen Kinetik stellt eine große Herausforderung dar. Es konnte 
gezeigt werden, dass die Kombination von VEGF mit PDGF zur Bildung eines schnell 
entstehenden und reiferen Gefäßnetzwerks führte als VEGF allein (RICHARDSON et al. 2001). 
Allerdings ist der Effekt der Wachstumsfaktoren abhängig von ihrer Dosierung und dem Verhalten 
des umliegenden Gewebes, so dass Blutgefäße, die mit einer hohen Konzentration von VEGF 
induziert werden, häufig unreif sind. In Versuchen mit Knock-out Mäusen konnte nachgewiesen 
werden, dass die Hochregulation von VEGF zu undichten Gefäßen oder sogar Tumorbildung führen 
kann (YANCOPOULOS et al. 2000, ZISCH et al. 2003).  
Endothelzellen und endotheliale Progenitorzellen 
Die Verwendung von Endothelzellen ist eine weitere Möglichkeit, die gezüchteten Gewebe durch 
mikrovaskuläre Netzwerke zu versorgen. Sowohl reife Endothelzellen als auch endotheliale 
Progenitorzellen (EPC) können in Kombination mit entsprechend biokompatiblen Biomaterialien 
zur Züchtung von mikrovaskulären Gefäßnetzen verwendet werden. Verschiedene Biomaterialien 
wurden mit Endothelzellen und endothelialen Progenitorzellen in vitro und in vivo auf das 
Überleben der Zellen, ihr Wachstum, ihr Expressionsmuster und ihr Potential ein Gefäßnetzwerk zu 
bilden getestet (NOR et al. 2001, SANTOS et al. 2007, SCHECHNER et al. 2000, UNGER et al. 
2005). Die Isolation von Endothelzellen kann aus Nabelschnurgewebe, Haut, Fettgewebe und 
Gefäßen gelingen, doch die geringe Ausbeute und die geringe Proliferationsfähigkeit haben zur 
häufigeren Verwendung von endothelialen Progenitorzellen geführt, die aus Knochenmark, 
Nabelschnur, Fettgewebe und Blut gewonnen werden können (KIM und VON RECUM 2008, 
LUTTUN et al. 2002).  
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Im Gegensatz zu den in Kultur schnell ihre Proliferationsfähigkeit verlierenden reifen 
Endothelzellen sind endotheliale Progenitorzellen in vitro leicht zu kultivieren. Aus dem peripheren 
Blut gewonnene endotheliale Progenitorzellen bewiesen ihr Potential zu einer gesteigerten 
Vaskularisation und Angiogenese zu führen. Sie steigerten zudem die Osteogenese bei zum 
Stillstand gekommenen non-union Frakturen (MATSUMOTO et al. 2008).  
Endotheliale Progenitorzellen und Endothelzellen werden wegen ihrer Fähigkeit zu Vaskulogenese 
und Angiogenese beizutragen, häufig in Kokultur mit anderen Zellen in vitro oder in vivo 
verwendet − im Knochen Tissue Engineering häufig mit Osteoblasten, mesenchymalen Stamm-
zellen und Fibroblasten (SEEBACH et al. 2010, USAMI et al. 2009). Durch die Kokultur mit 
Osteoblasten konnten kapillare Strukturen in dreidimensionalen Biomaterialien gezüchtet werden, 
die über längere Zeit in vitro stabil blieben (FUCHS et al. 2009, HOFMANN et al. 2008). Auch  
in vivo ist die Kokultur oder gleichzeitige Besiedlung von Biomaterialen erfolgreich und eine 
gesteigerte Vaskularisation und Osteogenese konnten nachgewiesen werden (YU et al. 2008).  
Mikrochirurgische Strategien  
Bei allen genannten Strategien eine Vaskularisation der gezüchteten Konstrukte zu erreichen, bleibt 
gerade bei im Knochen Tissue Engineering häufig sehr großen Konstrukten nach der 
Transplantation in den Defekt eine Einheilung oder Durchbauung mit Knochen aus (CASSELL et 
al. 2002, KOIKE et al. 2004).  
Die beschriebenen Strategien sind limitiert, da das im Konstrukt vorhandene Gefäßnetzwerk keinen 
direkten Anschluss an das Blutgefäßsystem des Empfängers besitzt oder eine Bildung von 
Anastomosen zum Gefäßnetz nur langsam von statten geht und somit eine ausreichende Versorgung 
des gezüchteten Gewebes nicht vorhanden ist. 
Eine Möglichkeit, diese Limitierung zu umgehen, ist die Vorfertigung von Transplantaten an 
anatomisch definierten Lokalisationen, die eine spätere gestielte oder freie Lappenplastik mit dem 
gezüchteten Gewebe ermöglicht. In zweizeitigen Eingriffen werden besiedelte Konstrukte zum 
Beispiel zunächst in einen Muskel transplantiert, wo sie durch ein vom Körper ausgehendes 
Gefäßnetzwerk eingebunden werden. In einem zweiten Schritt wird das vaskularisierte Implantat 
mit Lappenplastiken an den Ort des Defektes verpflanzt und durch mikrochirurgische Anastomosen 
an das Blutgefäßsystem angeschlossen.  
Durch das Implantieren von Biomaterialien mit Knochenmarksstammzellen in Nachbarschaft zu 
klinisch etablierten Lappenplastiken, konnte Knochenwachstum innerhalb dieses Gewebes erzielt 
werden (CASABONA et al. 1998). Auch die Transplantation eines freien Lappens, in dem vorher 
Knochengewebe gezüchtet wurde ist möglich (BERNARD und PICHA 1991).  
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In Tierversuchen mit Schweinen wurden mit in Muskelgewebe vaskularisierten Knochen-
konstrukten Defekte der Mandibula nach Anschluss an die bestehende Gefäßachse versorgt 
(TERHEYDEN et al. 2001, TERHEYDEN et al. 2001).  
Der erste klinische Fall, bei dem ein Knochenkonstrukt aus einer für sieben Wochen in den 
Musculus latissimus dorsi implantierten Titanschiene mit Knochenersatzstoff aus Hydroxylapatit, 
BMP-7 und Knochenmark, nach dieser Zeit als freies Lappentransplantat zur Rekonstruktion der 
Mandibula, verpflanzt wurde, ist 2004 beschrieben worden (WARNKE et al. 2004). Der Patient 
verstarb 15 Monate nach Transplantation des Implantates. Schon vorher kam es zu einer Fraktur der 
implantierten Mandibula. Es liegen also keine Langzeitergebnisse für diese erste Transplantation 
von gefäßgestieltem gezüchteten Knochenersatzgewebe vor (WARNKE et al. 2006).  
Gemeinsam ist den oben genannten Ansätzen die axiale Gefäßversorgung, die eine gefäßgestielte 
Verpflanzung ermöglichte. Allerdings kann mit einer Technik wie dieser die Hebemorbidität und 
Opferung des Muskels, der für die Lappenplastik unabdingbar ist, nicht überwunden werden. 
Um dieses Problem zu lösen und durch eine axiale Gefäßachse die Versorgung des gezüchteten 
Konstruktes von Anfang an sicherzustellen, haben EROL und SPIRA ein Modell entwickelt, das ein 
Kapillarnetzwerk ausgehend von einem arteriovenösen Shunt beschreibt (1979).  
Nachdem der arteriovenöse Shunt in eine Isolationskammer implantiert ist, kann das rein 
intrinsische Gefäßwachstum, wie in Abbildung 6 dargestellt, ausgehend von den Shuntgefäßen 
untersucht werden (HOFER et al. 2003, MIAN et al. 2000, TANAKA et al. 2000, WILSON et al. 
1994). 
Abbildung 6:  Darstellung eines Arteriovenösen-Loop. Aus der Arterie, der Vene und 
dem venösen Interponat sprossen Gefäße aus, die innerhalb der Isolationskammer ein 
dichtes Gefäßnetz bilden. (Modifiziert nach POLYKANDRIOTIS et al. 2007) 
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Es konnten verschiedene Matrizes erfolgreich vaskularisiert werden (ARKUDAS et al. 2007, 
KNESER et al. 2006). Durch die Prävaskularisierung von Biomaterialien kann das Zellüberleben 
von zu einem späteren Zeitpunkt implantierten Zellen verbessert werden. So werden optimale 
Bedingungen für beispielsweise Knochenentstehung geschaffen (BACH et al. 2006, KNESER et al. 
2006, LOKMIC et al. 2007). Das Konzept, Knochengewebe innerhalb einer Isolationskammer zu 
züchten und es unter Verwendung der Gefäßachse, von der ausgehend das Konstrukt vollständig 
vaskularisiert ist, an den Ort des bestehenden Defektes zu transplantieren und an das 
Blutgefäßsystem anzuschließen, birgt den Vorteil einer verminderten Hebemorbidität und die freie 
Wahl der Implantationsstelle. Dadurch können die Limitationen überwunden werden, die bei 
vorgefertigten Lappentransplantaten, rein in vitro präfabrizierten Konstrukten und bei der 
Verwendung von in vitro gezüchteten Konstrukten größerer Dimensionen vorliegen. Mit der 
Entwicklung des AV-Loop-Modells des Schafes konnte das erste Mal ein Konstrukt in klinisch 
relevanter Größenordung vaskularisiert werden (BEIER et al. 2009, BEIER et al. 2010). 
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3 Material und Methoden 
3.1 Isolation und Expansion der mesenchymalen Stammzellen  
3.1.1 Knochenmarkspunktion 
Für die Knochenmarkspunktion wurden je nach Verwendungszweck des Knochenmarks und der 
darin enthaltenen mesenchymalen Stammzellen (MSC) die Schafe entweder analgosediert oder die 
Entnahme fand während der später beschriebenen Operation statt. Für die Analgosedierung 
erhielten die Schafe nach einer zwölf-bis 24-stündigen Nüchternphase mit freiem Zugang zu 
Wasser sowie einer vorausgehenden allgemeinen Untersuchung auf die Anästhesiefähigkeit als 
Prämedikation zur Sedierung 0,5-1 mg/kg KGW Midazolam (Midazolam-ratiopharm®, ratiopharm 
GmbH, Ulm, Deutschland) intramuskulär injiziert. Nach Eintreten der leichten Sedierung wurde mit 
5-7 mg/kg KGW intramuskulär Ketamin (Ketavet 100 mg/ml®, Pharmacia GmbH, Karlsruhe, 
Deutschland) die Analgosedierung komplettiert. Anschließend wurde das Schaf bei ausreichender 
Narkosetiefe in Rechtsseitenlage verbracht. Nach Schur und Desinfektion der Hüftregion wurde zur 
Lokalanästhesie bis zu 10 ml Lidocain (Xylocain® 2% Injektionslösung 50 ml, AstraZenica GmbH, 
Wedel, Deutschland) in das Gebiet über der Spina iliaca anterior infiltriert. Unter sterilen 
Bedingungen wurde das Gebiet abgedeckt und mit einem Skalpell eine Stichinzision über der Spina 
iliaca anterior durchgeführt. Mit einer Yamshidi-Nadel (Präpaplus Biopsienadel 11G 10 cm, Peter 
Pflugbeil GmbH, Zorneding, Deutschland) konnte die Spina iliaca anterior punktiert und 
Knochenmark aspiriert werden. Das Knochenmark wurde in 10 ml Luer-Lock-Spritzen (Omnifix 
Solo Luer Lock Spritzen, B. Braun AG, Deutschland), in die vorher pro 10 ml Spritze 6000 IE 
Heparin (Heparin-Natrium-25000-ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) vorgelegt 
worden waren, aspiriert und bis zur Isolation der mesenchymalen Stammzellen bei 4° C gelagert. 
3.1.2 Isolation der mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark 
Unter einer Sterilarbeitsbank wurde das gewonnene Knochenmark 1:4 mit PBS (Dulbeccos PBS 
w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) verdünnt. Durch einen Zellfilter (Cell Strainer 
100µm Nylon, BD Biosience, Heidelberg, Deutschland) wurde dieses dann in ein steriles 
Reaktionsgefäß überführt. Danach wurden die mesenchymalen Stammzellen durch Dichte-
zentrifugation isoliert. Hierzu wurden 16 ml Lymphoprep (Lymphoprep™, Fresenius Kabi Norge 
AS, Oslo, Norwegen) in ein 50 ml Leucosep® Röhrchen (Leucosep® Greiner Bio-One GmbH, 
Solingen- Wald, Deutschland) vorgelegt und dieses eine Minute bei 196 xG zentrifugiert. Alle 
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Flüssigkeit, die sich nach dem Zentrifugieren über dem Filter in dem Leucosep® Röhrchen befand, 
wurde abgesaugt.  
Nun konnte das Röhrchen vorsichtig mit bis zu 30 ml in PBS-verdünntem Knochenmark 
überschichtet und zwölf Minuten bei 1225 xG zentrifugiert werden. Nach dem Zentrifugieren hatten 
sich sichtbare Phasen aus PBS und Serum, MSC, Trennfilter, Lymphoprep und Erythrozyten sowie 
Zelldebris gebildet. Die oberste Phase aus Serum und PBS wurde nachfolgend abgesaugt und die 
darunter befindliche Schicht mit den mesenchymalen Stammzellen in ein steriles 50 ml-
Reaktionsgefäß transferiert. Der Filter des Leucosep®-Röhrchens wurde noch einmal mit 5 ml PBS 
gespült und dieser Überstand ebenfalls in das Reaktionsgefäß überführt. Das Reaktionsgefäß mit 
den mesenchymalen Stammzellen wurde mit PBS aufgefüllt und alles durch einen Zellfilter filtriert. 
Nach erneutem Zentrifugieren bei 441 xG für fünf Minuten wurde das entstandene Zellpellet in 
DMEM-Medium (DMEM + GluaMAX™ Dulbeccos modified eagle medium, invitrogen™, 
Carlsbad, USA) mit dem Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep10000U/ml, Biochrom, 
Berlin, Deutschland) und 50 ml fötalem bovinen Serum (FBS superior, Biochrom, Berlin, 
Deutschland) aufgenommen und zur Kultivierung in einer Zellkulturflasche (Zellkulturflasche 
canted neck 75cm2, Corning® Incorporated, Cornung, USA) ausgesät. 
3.1.3 Expansion der mesenchyamlen Stammzellen 
Die wie oben beschrieben isolierten mesenchymalen Stammzellen wurden in Zellkulturflaschen 
(Zellkulturflasche canted neck 75 cm2, Corning® Incorporated, Corning, USA) mit DMEM-Medium 
(DMEM + GluaMAX™ Dulbeccos modified eagle medium, invitrogen™, Carlsbad, USA) mit dem 
Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep10000U/ml, Biochrom, Berlin, Deutschland) und 
10% fötalem bovinen Serum (FBS superior, Biochrom, Berlin, Deutschland) als Wachstums-
medium in einem Brutschrank bei 37,0° C und 5,0% CO2 (Heracell, Thermo Fisher Scientific 
Waltham, USA) kultiviert. 
Alle zwei Tage wurde das Medium gewechselt. Dazu wurde zunächst die Konfluenz der Zellen 
unter dem Mikroskop (Leitz Fluovert FU, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) beurteilt. 
Dann wurde unter der Sterilbank das Medium abgesaugt und nach Spülen mit 10 ml PBS 
(Dulbeccos PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und Absaugen dessen, 10 ml 
des Wachstumsmediums zugegeben. 
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3.1.4 Passagieren der mesenchymalen Stammzellen 
Bei einer erreichten Konfluenz der Zellen von 80% wurden die Zellen subkultiviert. Dazu wurden 
sie mit 10 ml PBS (Dulbeccos PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) gespült, um 
tote Zellen, Zelltrümmer und verbrauchtes Medium zu entfernen. Danach wurden 4 ml Trypsin 
(Trypsin-EDTA, PAA, Paschig, Österreich) über den Boden der Zellkulturflasche in die Flasche 
gespült und diese dann für zwei bis maximal drei Minuten im Brutschrank (Heracell, Thermo Fisher 
Scientific Waltham, USA) inkubiert. Unter dem Mikroskop wurde beurteilt, ob sich die Zellen 
gelöst hatten und die Zellkulturflasche wurde von allen Seiten zum Lösen der Zellen vom Boden 
leicht geklopft. Mit 10 ml Medium wurde die Enzymreaktion des Trypsins abgestoppt und der 
gesamte Inhalt in ein steriles 50 ml Reaktionsgefäß überführt. Dieses wurde bei 441 xG für fünf 
Minuten zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand über dem Zellpellet abgesaugt 
und mit 1 ml Medium pro neuer Zellkulturflasche aufgefüllt. In der Zwischenzeit wurden 
Zellkulturflaschen beschriftet und 10 ml Medium vorgelegt. Je 1 ml der Zellsuspension wurde in 
eine dieser Flaschen gegeben. Nach erneuter Kontrolle der Zellen unter dem Mikroskop konnten 
diese in den Brutschrank verbracht werden. So wurden die Zellen bis zur Passage drei oder vier 
subkultiviert. 
3.1.5 Kryokonservierung der mesenchymalen Stammzellen 
Um Zellen für spätere Versuche zu konservieren, wurden Zellen eingefroren. Die Vorgehensweise 
hierfür war dieselbe wie bei der Subkultivierung der Zellen. Nach dem Spülen mit PBS (Dulbeccos 
PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und Lösen der Zellen mit Trypsin 
(Trypsin-EDTA, PAA, Paschig, Österreich) wurden diese nach dreiminütiger Inkubation im 
Brutschrank zentrifugiert wie in Abschnitt 1.1.3 beschrieben und nach Absaugen des Überstandes 
pro verwendeter Flasche 1 ml DMEM-Medium (DMEM + GluaMAX™ Dulbeccos modified eagle 
medium, invitrogen™, Carlsbad, USA) mit dem Zusatz von 1% Penicillin/Streptomycin 
(Pen/Strep10000U/ml, Biochrom, Berlin, Deutschland), 20% fötalem bovinen Serum (FBS 
superior, Biochrom, Berlin, Deutschland) und 10% DMSO (Dimethyl sulfoxid Hybri Max™, 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) zugegeben. Nach Resuspendieren wurde 
je ein Milliliter davon in ein Einfrierröhrchen (Cryogenic Vial 2ml, Corning® Incorporated, 
Corning, USA) aufgenommen und zur Vermeidung von Kristallbildung während des Einfrierens in 
einem Einfrierbehälter (Mr.Frosty™, Thermo Fisher Scientific Waltham, USA) bei -80°C 
eingefroren. Nach 24 Stunden wurden die Zellen aus dem Einfrierbehälter genommen und weiter 
bei -80° C gelagert. 
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3.2 Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen 
3.2.1 Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen auf RNA-Ebene 
RNA-Isolation 
Für die Durchführung der real-time-PCR wurden entweder eingefrorene, in Kultur befindliche oder 
frisch isolierte Zellen verwendet. Die eingefrorenen MSC wurden nach dem Auftauen mit PBS 
(Dulbeccos PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) auf 20 ml aufgefüllt und bei 
882 xG für vier Minuten zentrifugiert. Danach wurde der Überstand verworfen. Wenn kultivierte 
Zellen verwendet wurden, so wurden diese nach dem Absaugen des Mediums mit 10 ml PBS 
gewaschen, mit 4 ml Trypsin (Trypsin-EDTA, PAA, Paschig, Österreich) für drei Minuten im 
Brutschrank gelöst und dann nach Abstoppen mit 10 ml Medium ebenfalls zentrifugiert. Der 
Überstand wurde verworfen.  
Die RNA-Extraktion erfolgte unter Verwendung des Protokolls des Herstellers wie unten 
beschrieben mit dem RNeasy-mini-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland). Zuerst wurden 600 µl RLT-
Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 10 µl/ml β-Mercaptoethanol zu dem Zellpellet in ein 
Reaktionsgefäß (Reaktionsgefäß 1,5ml Safe Lock biopur, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) 
gegeben und resuspendiert. Die Suspension wurde auf die QIAshredder™ Säule (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) gegeben und bei 13250 xG zwei Minuten zentrifugiert. Nach Verwerfen der Säule 
wurden 600 µl 70% Ethanol (Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) zugegeben und 
der Durchlauf resuspendiert. Von der nun vorhandenen Lösung wurden 700 µl auf eine RNeasy 
Säule in einem 2 ml-Reaktionsgefäß (Reaktionsgefäß 2ml Safe Lock biopur, Eppendorf AG, 
Hamburg, Deutschland) gegeben und bei 13250 xG 15 Sekunden zentrifugiert. Mit dem Rest der 
Lösung wurde ebenso verfahren, bis das gesamte Lysat verbraucht war. Dann wurden 350 µl des 
RW1-Puffers auf die Säule gegeben und bei 7840 xG für 15 Sekunden zentrifugiert. Nach 
Verwerfen des Durchlaufs wurden 10 µl DNAse, die vorher mit 70µl RDD-Puffer vermischt 
worden waren, auf die Säule gegeben und das Reaktionsgefäß bei Raumtemperatur 15 Minuten 
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden 350 µl des RW1-Puffers auf die Säule gegeben und das 
Reaktionsgefäß bei 7840 xG für 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchlauf wurde verworfen und die 
Säule wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Nach dem Zufügen von 500 µl RPE-Puffer 
wurde erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Es wurden 500µl 
RPE-Puffer zugegeben und für zwei Minuten bei 7840 xG zentrifugiert. Der Durchlauf wurde 
verworfen und das Reaktionsgefäß mit der Säule für eine Minute leer zentrifugiert.  
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Nun wurde die Säule in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 30 µl RNAse freies Wasser 
(UltraPure™DEPC-Treated Water, invitrogen™, Carlsbad, USA) auf die Säule gegeben. Nach 
einminütiger Zentrifugation bei 7840 xG wurde der entstandene Durchlauf auf Eis gestellt. Danach 
wurde die RNA-Menge mit einem Photometer (BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland) bestimmt und die RNA entweder bei -80° C eingefroren oder sofort in cDNA 
umgeschrieben. 
cDNA-Synthese 
Um die Genexpression der gewonnen RNA untersuchen zu können, wurde ihre komplementäre 
cDNA hergestellt. Für die cDNA-Synthese wurden das Omniscript®-RT-Kit, oligo-dT-Primer und 
RNase Inhibitor (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. Zuerst wurde hierfür ein Master Mix aus 
2 µl pro Reaktion zehnfach RT-Puffer, 2 µl pro Reaktion dNTP-Mix, 2 µl pro Reaktion 10 µM 
Oligo-dTprimer und 1 µl pro Reaktion 10 U/µl RNase-Inhibitor hergestellt. 
Pro 1 µg RNA wurde mit RNase freiem Wasser auf 12 µl aufgefüllt und bei 65° C 15 Minuten 
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde kurz zentrifugiert und dann das Reaktionsgefäß auf Eis 
gestellt. Nun wurde pro Reaktion 20 µl des vorbereiteten Mastermixes zugegeben und das Gefäß 
bei 25° C zehn Minuten inkubiert. Pro Reaktion wurde dann 1 µl omniscrip reverse transkriptase 
zugegeben und das Reaktionsgefäß bei 37° C eine Stunde auf einem Heizblock belassen. Nach 
Inkubation für fünf Minuten bei 95° C wurde das Reaktionsgefäß mit der cDNA auf Eis gestellt und 
entweder bei -20° C eingefroren oder direkt für eine PCR verwendet. 
PCR 
Für die quantitative PCR wurden das ABsolute™ QPCR SYBR® Green-Kit (Thermo fisher 
scientific, Waltham, USA) und das real-time-PCR-Gerät (Bio-Rad iCycler iQ5, Bio-Rad 
Laboratories Inc., Hercules, USA) verwendet. Alle Ansätze wurden als Triplett geprüft. Die 
verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 1 dargestellt. GAPDH und Actin wurden als 
Referenz-Gene verwendet. 
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Tabelle 1:  Sequenzen der für die PCR der MSC verwendeten Primer. 
Zunächst wurde ein so genannter Mastermix aus DEPC-Wasser (UltraPure™DEPC-Treated Water, 
invitrogen™, Carlsbad, USA) (5,5 µl pro Ansatz), Absolute-QPCR SYBR Green Fluorescein Mix 
(12,5 µl pro Ansatz) und cDNA (5 µl pro Ansatz) hergestellt. Dann wurden die Primer (je 1 µl left- 
und right-Primer pro Ansatz) zugegeben. Nachdem die Proben in die PCR-Platte pippettiert worden 
waren, wurde diese nach fünf Minuten 1578 xG in den Thermocycler eingebracht. Das Programm 
wurde wie in Tabelle 2 angegeben programmiert und gestartet. Nach dem Ende des Programms 
wurde die jeweilige Platte entnommen und bei -20° C gelagert, bis eine Gelelektrophorese 
durchgeführt wurde.  
 
  Temperatur Zeit in min 
Zyklus 1: 1x Step 1 95,0° C 15:00 
Zyklus 2: 50x 
Step 1 
Step 2 
Step 3 
95,0° C 
60,0° C 
72,0° C 
00:30 
00:30 
00:40 
Zyklus 3: 1x Step 1 95,0° C 00:30 
Zyklus 4: 1x Step 1 55,0° C 00:30 
Zyklus 5: 80x Step 1 55,0° C 00:10 
Zyklus 6: 1x Step 1 4,0° C unendlich 
 
Tabelle 2:  Programmierung des Thermocyclers für die PCR der MSC 
          left primer right primer 
CD29 `agagaagctgcagccagaa` `gatagtcttcagcccgctt` 
CD44 `catctaccccagcaaccct` `actgtcttcgtctgggatg` 
CD166 `cttgcacagcagaaaacca` `gcctggtcattcacctttt` 
CD45 `aaggtcccagggatgaaa` `cttccattgacggccagta` 
CD31 `agcacagtggcaactacac` `cagttcgggcttggaaaat` 
GAPDH `tgaccccttcattgacctt` `gatctcgctcctggaagat` 
Actin `gtccaccttccagcagatg` `atctcgttttctgcgcaag` 
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Gelelektrophorese 
Zuerst wurde der zehnfach konzentrierte TBE-Puffer vorbereitet. Dazu wurden 54 g TRIS, 27,5 g 
Borsäure (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland), 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) 
abgewogen und gut vermischt. Nach Auffüllen mit destilliertem Wasser auf einen Liter konnte der 
Puffer nach dem Mischen verwendet werden. Als nächstes wurden für ein 4%iges Agarosegel 4 g 
Agarose (TopVision™Agarose, Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) in 100 ml des 1:10 
verdünnten TBE-Puffers suspendiert und zwei Minuten in der Mikrowelle erhitzt. Kurz vor dem 
Gießen des Gels wurden 5 µl Ethidiumbromid zugegeben und das Gel nach dem Gießen für eine 
halbe Stunde zum Aushärten stehen gelassen. In der Zwischenzeit wurde zu den Proben 5fach 
Probenpuffer (Fermentas GmbH, St.Leon-Rot, Deutschland) gegeben. Nach Befüllen der Kammer 
mit TBE-Puffer und Zugabe von 5 µl Ethidiumbromid wurde das Gel eingesetzt und der Kamm 
entfernt. Nach Spülen der Taschen wurden die Proben auf das Gel aufgetragen und als Marker 
O´Range Ruler 20bp (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland) zugegeben. Die 
Elektrophorese fand bei 60 V statt. Das entstandene Gel wurde bei ultraviolettem Licht ausgewertet 
und fotografiert.  
3.2.2 Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen auf Proteinebene 
Als Primärantikörper wurden Antikörper gegen für das Schaf beschriebene Stammzellmarker 
CD29, CD44 und CD166, sowie zur Kontrolle gegen hämatopoetische Marker CD31 und CD45 
verwendet (Tabelle 3).  
 
 Kopplung Spezies Reaktivität Verdünnung Hersteller 
CD29 APC/Cy7 mouse human 1:50 in PBS BioLegend, San Diego,  USA 
CD44 FITC mouse sheep 1:10 in PBS AbD Serotec, Düsseldorf, Deutschland 
CD166 PE mouse human 1:10 in PBS BD Biosience, Heidelberg, Deutschland 
CD45 ungekoppelt mouse sheep 1:10 in PBS Acris Antibodies GmbH, Herford, Deutschland 
CD31 ungekoppelt mouse sheep 1:10 in PBS AbD Serotec, Düsseldorf, Deutschland 
 
Tabelle 3:  Verwendete Antikörper und deren Verdünnung 
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Die Zellen wurden nach Absaugen des Mediums mit 10 ml PBS gespült und danach wie oben 
beschrieben mit Trypsin gelöst. Für jeden Ansatz wurden 100.000 Zellen verwendet. Nach 
Zentrifugation bei 882 xG für vier Minuten wurde der Überstand entfernt und die Zellen in 1 ml 
PBS (Dulbeccos PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) mit 5% FBS (FBS 
superior, Biochrom, Berlin, Deutschland) für 15 Minuten zum Blockieren unspezifischer Bindungen 
inkubiert. Nach erneutem Zentrifugieren und Entfernen des Blockpuffers wurden jeweils 100 µl der 
angesetzten Primärantikörperlösung der unkonjugierten Antikörper oder der Isotypkontrolle (mouse 
IgG1, mouse IgG2a, BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland) zugegeben und bei Raumtemperatur 
für eine halbe Stunde inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml Puffer, der aus PBS mit 2% FBS und 0,1% 
NaN3 hergestellt wurde, konnten nach dem Zentrifugieren und Absaugen des Primärantikörpers 
nach Waschen mit 1 ml Puffer je 100 µl die Zweitantikörper (APC rat anti mouse IgG1 1:10, BD 
Biosience, Heidelberg, Deutschland; APC goat anti mouse IgG2a 1:10, invitrogen™, Carlsbad, 
USA) zugegeben werden. Diese wurden für 30 Minuten bei 4° C im Dunkeln inkubiert und nach 
zweimaligem Waschen mit Puffer wie für die Primärantikörper beschrieben, wurden die Zellen mit 
1 ml PBS mit 5% FBS aufgefüllt und 15 Minuten inkubiert. Nach Zentrifugation und Absaugen des 
Blockpuffers wurden 100 µl der konjugierten Antikörper oder der konjugierten Isotypantikörper 
(FITC mouse IgG1, PE mouse IgG1, APC/Cy7 mouse IgG, BD Bioscience, Heidelberg, 
Deutschland) zugegeben und nach einer Inkubation für 30 Minuten bei 4° C mehrmals mit Puffer 
gewaschen. Die Zellen wurden dann mit 200 µl des FACS-Puffers resuspendiert. 
Die Analyse wurde am FACSCANTO II Flow Cytometer mit der Software FACSDIVA (BD 
Biosience, Heidelberg, Deutschland) durchgeführt und mit der FlowJo Software (Tree star Inc., 
Ashland, USA) ausgewertet.  
3.2.3 Fluoreszenzmarkierung der MSC 
Bevor die frisch isolierten oder kultivierten MSCs im in vivo Versuch eingesetzt wurden, wurden 
sie zur Wiedererkennung mit einem lipophilen fluoreszierenden Farbstoff markiert. Dafür wurden 
die kultivierten Zellen wie oben beschrieben aus der Zellkulturflasche gelöst. Die frisch isolierten 
Zellen wurden direkt in 5 ml DMEM-Medium (DMEM + GlutaMAX™ Dulbeccos modified eagle 
medium, invitrogen™, Carlsbad, USA) aufgenommen, in dem 5 µg/ml CM-DiI cell tracker 
(invitrogen™, Carlsbad, USA) gelöst worden waren. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten 
bei 37° C wurden die Zellen bei 882 xG für vier Minuten zentrifugiert. Nach zweimaligem 
Waschen in je 25 ml PBS (Dulbeccos PBS w/o Ca2+, Mg, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 
Zentrifugieren konnten die Zellen verwendet werden. Zur Kontrolle der Färbung wurden vor der 
ersten Verwendung der Zellen Fluoreszenzaufnahmen angefertigt. 
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3.3 Tiere und Haltung 
Für alle Versuche wurden weibliche Merino-Landschafe verwendet. Alle Versuche wurden von der 
Ethikkommission der Universität Erlangen-Nürnberg und der Regierung von Mittelfranken, 
Deutschland (Az 54.2531.31-23/06) genehmigt. Die Tiere wurden im Alter zwischen vier und fünf 
Monaten bei einem lokalen Schäfer gekauft. Die Haltung der Tiere erfolgte im Franz-Penzoldt-
Zentrum der Universität Erlangen-Nürnberg unter standardisierten Bedingungen bei 55% 
Luftfeuchtigkeit und 18°C Raumtemperatur mit einem zwölf Stunden Licht-/Dunkelrhythmus. 
Mindestens viermal pro Woche hatten die Tiere für mehrere Stunden Auslauf in einem mit Gras 
bewachsenen Paddock. Die Tiere bekamen einmal täglich Kraftfutter (Altromin GmbH & Co. KG, 
Lage, Deutschland) sowie Heu und Wasser ad libitum. Die Schafe wurden erst nach einer 
Adaptationszeit von mindestens zwei Wochen, in der die Tiere allgemein untersucht wurden und 
eine Behandlung gegen Endo- und Ektoparasiten mit Ivomec® (Merial GmbH, Hallbergmoos, 
Deutschland) und Cestocur® ( Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) durchgeführt wurde, 
für die Versuche verwendet. Außerdem erhielten die Schafe eine Klauenpflege, die alle drei bis 
sechs Wochen wiederholt wurde, sowie eine Schur in den Sommermonaten. 
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3.4 Operative Eingriffe 
3.4.1 Herstellung und Vorbereitung der Implantationskammer, Verwendung 
des Knochenersatzmaterials und der Wachstumsfaktoren 
Herstellung der Implantationskammer 
Die Isolationskammer für die Implantation der AV-Loops wurde in Zusammenarbeit mit Prof. Greil 
(Lehrstuhl für Werkstoffwissenschaften (Glas und Keramik), Universität Erlangen-Nürnberg) 
entwickelt.  
Nach der Anfertigung eines CAD-Modells (Abbildung 7) wurde die Kammer aus einem 
Teflonblock gefräst und per Hand alle Übergänge geglättet und abgerundet. 
Als Material wurde medizinisch getestetes hitzebeständiges Teflon verwendet, das sowohl gefräst 
werden kann als auch mit einem Skalpell leicht zu bearbeiten ist (Abbildung 8). Das Gewicht der 
runden Teflonkammern betrug 25 g. Bei der Herstellung wurde darauf geachtet, dass sich keinerlei 
spitze oder raue Stellen bildeten, die später den AV-Loop oder das umliegende Gewebe schädigen 
konnten. Der Außendurchmesser betrug 60 mm und die äußere Höhe 14 mm. Der für die Implan-
tation genutzte innere Raum hatte einen Innendurchmesser von 40 mm bei einer Höhe von 12 mm. 
Daraus ergab sich ein Volumen von 15,08 cm3. Damit eine Dislokation des AV-Loops aus der 
Kammer verhindert werden konnte, wurden auf einer Kreislinie im Bodenteil je sechs Löcher mit 
einem Durchmesser von 0,8 mm angebracht, in die vor der Implantation auf 1 cm gekürzte 
Mandrins (Mandrin/Stylet Introcan®, B. Braun AG, Deutschland) gesteckt wurden.  
Abbildung 7: CAD-Modell der Implantationskammer 
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Abbildung 8: Die Implantationskammer mit den sechs Mandrins, um eine Dislokation 
des AV-Loops aus der Kammer zu verhindern.  
In den Außenrand der Kammer wurden je sechs Löcher mit einem Durchmesser von 1,5 mm 
gebohrt, durch die die Isolationskammer mit Nahtmaterial durch Einzelknopfnähte an der 
Muskelfaszie im Bereich der Implantationsstelle befestigt werden konnten. Der Deckel der Kammer 
wurde abgerundet und auch mit bis zu drei Löchern versehen, um ihn so am Kammerboden fixieren 
zu können.  
Knochenersatzmaterial 
Als Knochenersatzstoff-Material ist eine Zweiphasenkeramik aus Kalziumphosphat (TricOs®, 
Baxter Healthcare S.A., Wallisellen, Schweiz) verwendet worden. Dieser resorbierbare 
Knochenersatzstoff besteht aus 60% Hydroxylapatit und aus 40% β-Trikalziumphosphat. Die 
Partikelgröße beträgt 1-2 mm, die Mikroporosität unter 10 µm und die Makroporosität zwischen 
300 und 600 µm ermöglichen den Austausch von biologischen Flüssigkeiten und das Einwachsen 
von osteogenen Zellen sowie von Blutgefäßen. 
Vorbereitung der Matrix 
Als Träger für Wachstumsfaktoren und Zellen wurde Fibrinkleber (Tisseel VH S/D Kit, Baxter 
Healthcare S.A., Wallisellen, Schweiz) verwendet. Unter sterilen Bedingungen wurde der 
Fibrinkleber mit der mitgelieferten Fibrinogen Puffer Lösung auf eine Konzentration von 20 mg/ml 
verdünnt. Das ebenfalls pulverförmige Thrombin wurde mit der dazugehörigen CaCl2-Lösung 
vermischt und beide Lösungen maximal einen Tag im Kühlschrank gelagert. Direkt vor der 
Implantation wurden die vorbereiteten Komponenten auf Raumtemperatur gebracht. 
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Vorbereitung der Wachstumsfaktoren 
Als Wachstumsfaktor wurde rekombinantes humanes bone morphogenetic protein 2 (BMP-2 
Lehrstuhl für Entwicklungsbiochemie, Universität Würzburg, Deutschland) verwendet. Das BMP-2 
Lyophilisat wurde bis zur Verwendung bei -80° C tiefgekühlt. Um kleine Portionen zur direkten 
Verwendung des Wachstumsfaktors herzustellen, wurde zuerst eine sterile 0,1% BSA-Lösung 
hergestellt. Dafür wurden 0,1 g BSA (Albumin bovine serum protease free, Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) abgewogen und in 100 ml doppelt destilliertem Wasser bei 
Raumtemperatur gelöst. Nachdem diese Lösung durch einen Sterilfilter (Whatmann®, FP 30/0,2µm, 
Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) in ein steriles Reaktionsgefäß (BD Falcon™ 15ml, BD 
Biosience, Franklin Lakes, USA) überführt worden war, wurden 521 µl dieser Lösung in ein 
Reaktionsgefäß (Safe lock Reaktionsgefäß 1,5ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) vorgelegt 
und 1 mg des BMP-2 Lyophilisats darin gelöst, um eine Endkonzentration von 240 µg BMP-2 pro 
125 µl Lösung zu erhalten. Diese Lösung wurde in 125 µl je Reaktionsgefäß aliquotiert und dann 
bei -80° C tiefgefroren.  
3.4.2 Subkutane Implantation 
Für die subkutanen Vorstudien wurden neun Schafe operiert. Die verschiedenen Gruppen sind in 
den Tabellen 4 bis 6 dargestellt. Zur Untersuchung, welche Dosis an BMP-2 nötig ist, um im Schaf 
eine ektope Knochenbildung zu induzieren, wurden insgesamt vier Schafe verwendet. Als 
Kontrollgruppe dienten sechs Implantate mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatit und Fibrin-
kleber. Innerhalb dieser Gruppe wurden dann je 6 Implantate mit 2,5 µg/ml, 12,5 µg/ml und 60 
µg/ml BMP-2 zusammen mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatit und Fibrinkleber implantiert. 
Zur Untersuchung des Verhaltens der mesenchymalen Stammzellen und der Stabilität der 
Markierung mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiI wurden bei zwei Schafen jeweils zehn Konstrukte 
implantiert, die zu den in Tabelle 5 angegebenen Zeitpunkten entnommen wurden. Zu jedem 
Zeitpunkt wurden pro Schaf je ein Konstrukt mit direkt reimplantierten und ein Konstrukt mit 
expandierten mesenchymalen Stammzellen explantiert. Die Untersuchung des Potentials zur 
Knochenbildung von direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen mit 60 µg/ml BMP-2 und 
ohne BMP-2 sowie von expandierten mesenchymalen Stammzellen wurde in der dritten subkutanen 
Gruppe durchgeführt. Jedem der drei Schafe wurden je zwei Konstrukte mit direkt reimplantierten 
Zellen, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und 60 µg/ml BMP-2 und expandierten 
Stammzellen implantiert (Tabelle 6).  
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 Kontrollgruppe  
(β-TCP/HA + 
Fibrinkleber) 
2,5 µg/ml BMP-2 
(β-TCP/HA + 
Fibrinkleber) 
12,5 µg/ml BMP-2 
(β-TCP/HA + 
Fibrinkleber) 
60 µg/ml BMP-2 
(β-TCP/HA + 
Fibrinkleber) 
Schaf 1 2 Implantate 1 Implantat 2 Implantate 1 Implantat 
Schaf 2 1 Implantat 2 Implantate 1 Implantat 2 Implantate 
Schaf 3 1 Implantat 2 Implantate 2 Implantate 1 Implantat 
Schaf 4 2 Implantate 1 Implantat 1 Implantat 2 Implantate 
 
Tabelle 4: Untersuchung der ektopen Knochenbildung: BMP-2 Dosisfindung           
(4 Schafe und n=6 Konstrukte pro Gruppe); Implantationsdauer 12 Wochen 
 
Tabelle 5:  Untersuchung der MSC implantiert mit Fibrinkleber und Fibrinkleber 
mit β-TCP/HA + Fibrinkleber  nach 1/2/4/6/8 Wochen subkutaner 
Implantationsdauer (2 Schafe und n=2 Konstrukte pro Gruppen und 
Entnahmezeitpunkt)  
 
Tabelle 6:  Untersuchung der ektopen Knochenbildung mit MSC, β-TCP/HA und 
Fibrinkleber (kultiviert/direkt reimplantiert/direkt reimplantiert+60µg/ml BMP-2); 
Implantationsdauer 12 Wochen (3 Schafe und n=6 Knostrukte pro Gruppe) 
 Schaf 1 Schaf 2 
direkt reimplantiert 1 1 1 Woche expandiert 1 1 
direkt reimplantiert 1 1 2 Wochen expandiert 1 1 
direkt reimplantiert 1 1 4 Wochen expandiert 1 1 
direkt reimplantiert 1 1 6 Wochen expandiert 1 1 
direkt reimplantiert 1 1 8 Wochen expandiert 1 1 
 
 MSC expandiert MSC direkt reimplantiert MSC direkt reimplantiert+BMP-2 
Schaf 1 2 2 2 
Schaf 2 2 2 2 
Schaf 3 2 2 2 
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Vor der Operation wurden die Schafe mindestens 24 Stunden nüchtern bei freiem Zugang zu 
Wasser in einer Einzelbox auf Spänen aufgestallt. Während dieser Zeit erfolgte eine Allgemein-
untersuchung, um die Anästhesiefähigkeit festzustellen. 
Als Prämedikation wurden 0,5-1 mg/kg KGW Midazolam (Midazolam-ratiopharm® Injektions-
lösung 5mg/ml, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) intramuskulär injiziert. Nach der Sedierung 
erfolgte die Narkoseeinleitung mit 5-10 mg/kg KGW Ketamin intramuskulär (Ketavet® 100mg/ml, 
Pfizer Pharma GmbH, Berlin, Deutschland). Die Schafe wurden nach Eintreten der Narkose in den 
Operationssaal gebracht und bekamen dort einen zentralen Venenverweilkatheter in die rechte 
Vena jugularis gelegt. Über diesen Zugang konnte falls nötig die Intubationstoleranz durch die 
Gabe von bis zu 3,75 mg/kg KGW Ketamin hergestellt werden. Die Schafe wurden unter Sicht mit 
einem 7,5 - 8,5 Ch. großen Tubus intubiert und an das Narkosegerät angeschlossen. Mittels IPPV 
(intermittent positive pressure ventilation) wurden die Schafe bei einem Atemzugvolumen von 
15/min und einem Atemvolumen von 15 ml/kg KGW/min beatmet. Zur Aufrechterhaltung der 
Narkose wurde Isofluran in einer Konzentration von 1,6 - 1,9% in bis zu 47% Sauerstoff 
verwendet. Der Sauerstoffmindestfluss wurde auf 5 ml/kg KGW eingestellt und ein PEEP (positive 
endexpiratory pressure) von 2-4 cmH2O angestrebt.  
Zur Narkoseüberwachung wurde ein Pulsoxymeter an der Zunge angebracht, um Puls und 
Sauerstoffsättigung zu messen. Die endexpiratorische CO2-Konzentration wurde gemessen. Zur 
Vorbeugung einer Pansentympanie wurde ein Rüsch®-Katheter (Willy Rüsch GmbH, Kernen i. R., 
Deutschland) in den Pansen vorgeschoben. Die Augen wurden mit Augensalbe (Bepanthen 
Augensalbe, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) versorgt, um einem Austrocknen der 
Kornea vorzubeugen.  
Während der Operation erhielten die Schafe gewichtsadaptiert Vollelektrolytlösung (Natrium-
chlorid-Infusionslösung, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland) über den zentralen Zugang. 
Noch vor Beginn des Eingriffes wurden zur Analgesie 4 mg/kg KGW Carprofen (Rimadyl®, Pfizer 
Pharma GmbH, Berlin, Deutschland) subkutan und zur Prophylaxe einer Wundinfektion 1-1,25 
mg/kg KGW Cephalosporin (Cobactan® 2,5%, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleißheim, 
Deutschland) intramuskulär injiziert. Die Antibiotikagabe wurde am zweiten und dritten 
postoperativen Tag wiederholt, bei Bedarf erhielten die Tiere bis zu zwei Tage nach dem Eingriff 
Carprofen. 
Nach Lagerung auf der rechten Seite und gründlicher Polsterung wurde das Operationsfeld 
geschoren und mit Jodseife vom Wollfett befreit. Danach erfolgte die Desinfektion mit gefärbtem 
Desinfektionsmittel (Cutasept® G, Bode Chemie GmbH, Hamburg, Deutschland). Nach steriler 
Abdeckung wurde mit der Operation begonnen.  
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Lateral der Wirbelsäule wurde in zwei Reihen je ca. 2 cm lange Hautschnitte angelegt, die einen 
Mindestabstand von 6 cm hatten und das subkutane Gewebe stumpf nach ventral freipräpariert, um 
so Taschen für die Implantate zu schaffen. In diese Taschen wurden 2 ccm der β-TCP/HA-Matrix 
(TricOs®) gemischt mit 2 ml des Fibrinklebers und den den Gruppen entsprechenden Zusätzen 
(BMP-2/kultivierte MSC/frische MSC/frische MSC+BMP-2) eingebracht. Nach gründlicher 
Kontrolle auf Blutungen und Blutstillung mittels bipolarer Diathermie (V-O 300D, Erbe, Marietta 
Georgia, USA) wurde die Haut mit Einzelknopfnähten (0 Vicryl, Ethicon, Norderstedt, 
Deutschland) verschlossen. Zur Abdeckung wurde Aluminiumspray aufgetragen.  
Sobald die Schafe wieder spontan atmeten und deutliche Schluck- und Kaubewegungen zeigten, 
konnten sie extubiert und in den Stall zurückgebracht werden. Dort wurden sie engmaschig 
überwacht bis sie selbstständig aufstanden und mit der Futteraufnahme begannen.  
3.4.3 Subkutane Explantation 
Für die Explantation der Konstrukte wurden die Tiere wie oben beschrieben anästhesiert und nach 
Inzision der Haut die Implantate stumpf und so blutungsarm wie möglich aus dem entstandenen 
Gewebeverband gelöst. Nach Spülung der Taschen mit steriler Wundspüllösung (Lavanid®2, 
Serag-Wiessner KG, Naila, Deutschland) und Blutstilllung wurde die Haut wie oben beschrieben 
verschlossen.  
Die subkutanen Explantate wurden einen Tag in 4% Formalin (Roti®-Histofix 4%, Carl Roth 
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert und danach, wie im entsprechenden Abschnitt 
bei den AV-Loop-Konstrukten beschrieben, entkalkt. Um molekularbiologische Untersuchungen 
der Konstrukte durchführen zu können, wurde je die Hälfte der Explantate aus den Gruppen mit 
zwölf Wochen Implantationsdauer direkt nach der Explantation in sterilen Gefäßen in flüssigem 
Stickstoff konserviert und bis zur Aufbereitung bei -80° C gelagert.  
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3.4.4 Loop-Implantation 
Die Loop-Implantation wurde bei insgesamt 16 Schafen durchgeführt. Die zwei verschiedenen 
Gruppen sind Tabelle 7 dargestellt. 
 
Tabelle 7:  Gruppen im AV-Loop-Versuch 
Die Anästhesie erfolgte wie für die subkutane Implantation beschrieben. Zusätzlich wurde zur 
Überwachung eine arterielle Blutdruckmessung vorgenommen, um die sehr lange dauernde 
Narkose besser steuern zu können. 
Nachdem die Tiere gut gepolstert in rechte Seitenlage gebracht worden waren, wurde das linke 
Hinterbein nach vorne ausgebunden, um einen Zugang bis zur rechten Leiste zu erhalten. Nach 
Schur der medialen Hintergliedmaße konnte diese desinfiziert werden.  
Nach steriler Abdeckung wurde ein ca. 14 cm langer Hautschnitt längs über dem gut tastbaren 
Gefäßbündel der Arteria und Vena saphena angebracht. Als nächster Schritt wurde die dünne 
subkutane Fettschicht stumpf entfernt und anschließend unter Verwendung einer Lupenbrille damit 
begonnen, die Gefäße von der Oberschenkelfaszie zu lösen und sie voneinander zu separieren 
(Abb. 9 a). Alle verbindenden und abgehenden Äste wurden mittels bipolarer Pinzette koaguliert. 
Nachdem die Gefäße auf ca. 15 cm freigelegt worden waren, wurden sie proximal mit 
Biemerklemmchen abgeklemmt und distal mittels Ligaturclips (HorizonTM Ligating Clips, Teleflex 
Medical GmbH, Kernen, Deutschland) ligiert. Unter Verwendung eines Operationsmikroskopes 
(Leica M680, Leica Microsystems, Bensheim, Deutschland) wurden die Gefäße distal durchtrennt. 
Um die optimale Länge der Gefäßschleife herzustellen, wurden die Gefäße vermessen, auf die 
richtige Länge gekürzt und dann mit der Anastomosierung begonnen.  
Implantatgruppen Anzahl operierter Schafe 
MSC frisch+β-TCP/HA+Fibrinkleber 8 Schafe 
MSC frisch+β-TCP/HA+Fibrinkleber+60 µg/ml BMP-2 8 Schafe 
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Mit Einzelknopfnähten wurde mit einem 9-0 Nylonfaden (Ethilon, Ethicon, Norderstedt, 
Deutschland) die Arterie und Vene verbunden und nach erfolgter Überprüfung auf 
Durchgängigkeit und Dichtigkeit (Abb. 9 b) wurde die Implantationskammer vorbereitet. Nachdem 
der Knochenersatzstoff zusammen mit Fibrinkleber und je nach Gruppe mit MSC oder MSC und 
Wachstumsfaktoren zur Hälfte in den Boden eingefüllt worden war, wurde dieser Teil der Kammer 
auf die Faszie gelegt und der AV-Loop in die Kammer eingebracht (Abb. 9 c). Mit einem 
nichtresorbierbarem Faden (Sulene 0, Serag-Wiessner, Naila, Deutschland) wurde die Kammer auf 
der Faszie befestigt und nach Einfüllen einer zweiten Schicht Knochenersatzstoff mit Fibrinkleber 
wurde der Deckel auf die Kammer gesetzt und ebenfalls mit Sulene 0 am Kammerboden fixiert 
(Abbildung 9 d).  
Eine geschlossene Wunddrainage (Wunddrain soft Drain Set 4x10mm, PFM GmbH, Köln, 
Deutschland) wurde mittels einer 16 CH Führungsnadel am posterior-dorsalen Rand der 
Wundhöhle eingebracht und durch die Haut auf der posterioren Seite der Hintergliedmaße 
ausgestochen. Danach wurde die Haut mit 0 Vicryl (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) 
verschlossen. Nachdem die Schafe extubiert waren, wurden sie in ihren Stall zurückgebracht und 
überwacht, bis sie die Futteraufnahme wieder begonnen hatten.  
Abbildung 9:  Intraoperative Bilder (a) Darstellung der V. und A. saphena nach 
Freipräparieren und Trennen der Gefäße von der Faszie (b) AV-Loop nach Öffnen der 
Biemerklemmchen [V = Vena saphena, A = Arteria saphena, Pfeil = Anastomose] (c) 
Implantationskammer nach Einlegen des AV-Loops (d) verschlossene und fixierte 
Implantationskammer  
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Zur Analgesie erhielten die Schafe bis zu vier Tage postoperativ 4 mg/kg Carprofen (Rimadyl®, 
Pfizer GmbH, Karlsruhe, Deutschland) subkutan und zur antibiotischen Versorgung 2 mg/kg eines 
Cephalosporins (Cobactan® 2,5%, Intervet Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) 
intramuskulär verabreicht. Die Wunde wurde jeden Tag kontrolliert und die angelegte Drainage bei 
Bedarf geleert. Nachdem der tägliche Wundsekretfluss unter 5 ml gefallen war, konnte die 
Drainage gezogen werden. 
Zur Prophylaxe einer Thrombose der AV-Loop-Gefäße erhielten die Schafe bis zum Versuchsende 
zur Antikoagulation zweimal täglich 0,4 mg Enoxaparin-Natrium subkutan (Clexane®, sanofi 
aventis, Frankfurt, Deutschland), zweimal täglich oral 250 mg Acetylsalicylsäure (Godamed®500, 
Dr. R. Pfleger Chemische Fabrik GmbH, Bamberg, Deutschland) und 175 mg Ticlopidin-
hydrochlorid (Tiklyd®, sanofi aventis, Frankfurt, Deutschland). Die Durchgängigkeit der Gefäße 
wurde jeden zweiten Tag mit einem Ultraschallgerät (Acuson cv70, Siemens, Erlangen, 
Deutschland) überprüft. Per Dopplersonographie wurden die Gefäße am Kammereingang 
dargestellt und eine Flussmessung durchgeführt. Die Schafe wurden direkt nach der Operation 
wieder in der Box aufgestallt, in der sie mit bis zu drei anderen Schafen auch vor der Operation 
standen. Bis zum Ziehen der Drainage wurden sie jedoch sicherheitshalber nicht auf den Paddock 
gebracht.  
3.4.5 Loop-Explantation und Loop-Perfusion 
Nach zwölf Wochen wurden die Schafe erneut wie oben beschrieben anästhesiert und im 
Operationssaal wurde die Explantation der Kammer vorgenommen. Dazu wurde die Haut t-förmig 
über der Kammer eröffnet und das zur Kammer ziehende Gefäßbündel freipräpariert. Die Kammer 
wurde aus der Befestigung durch die Fäden gelöst und nachdem das Schaf 5000-10000 IE Heparin 
(Heparin-natrium-25000-ratiopharm®, ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) intravenös erhalten 
hatte, wurden die Gefäße abgetrennt und das ganze Konstrukt samt Kammer entnommen.  
Die Schafe wurden in vertiefter Narkose mit 3-6 ml/25kg KGW T61 (T61 Injektionslösung, 
intervet Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) euthanasiert.  
Direkt nach der Entnahme der Kammer wurde diese mit einem aushärtenden CT-Kontrastmittel 
perfundiert. Zuerst wurde unter dem Operationsmikroskop die Arteria und Vena saphena im 
Gewebe des Eingangsbereiches der Kammer identifiziert. Die Gefäßstümpfe wurden aus dem 
umgebenden Gewebe freipräpariert und in den arteriellen Stumpf wurde eine 
Sicherheitsvenenverweilkanüle (Introcan Safety® 24G, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland) eingeschoben, die dann mit einem 4-0 Vicrylfaden (Ethicon, Norderstedt, 
Deutschland) gesichert wurde.  
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Über diesen Zugang wurde das Konstrukt zuerst mit mindestens 60 ml Natriumchloridlösung 
(Natriumchlorid-Infusionslösung 154, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland), die 5000 IE 
Heparin pro Milliliter enthielt, gespült, um alle Blutbestandteile aus dem Gefäßbaum zu entfernen. 
Direkt im Anschluss wurden über eine Perfusionspumpe (perfusor® secura, B. Braun Melsungen 
AG, Melsungen, Deutschland) mindestens 20 ml eines silikon- und chromathaltigen CT-
Kontrastmittels (Microfil® MV-122, Flow Tech, Mass., USA), das vorher mit 2,5% des 
entsprechenden Härtungsmittels (MV Curing Agent, Flow Tech, Mass., USA) vermischt wurde, 
infundiert. Nachdem die Perfusion beendet worden war, wurden Arterie und Vene ligiert und die 
Kammer samt Konstrukt über Nacht bei 4° C gelagert, um das CT-Kontrastmittel aushärten zu 
lassen. Danach wurde das AV-Loop-Konstrukt vorsichtig aus der Kammer entnommen und in 4% 
gepufferter Formalinlösung (Roti®-Histofix, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) für 24 
Stunden fixiert. 
3.5 Bildgebung  
Die Durchführung der bildgebenden Methoden und die Auswertung erfolgte gemeinsam mit 
PD Dr. Andreas Hess (Lehrstuhl für Pharmakologie und Toxikologie der Friedrich-Alexander-
Universität Erlangen-Nürnberg). 
3.5.1 Intravitale Magnetresonanztomographie 
Durchführung der intravitalen Bildgebung 
Um das Volumen der sich um den AV-Loop bildenden Gefäße im Sinne einer erhöhten 
Perfusionsrate über einen Zeitverlauf auswerten zu können, wurden bei allen fünf Tieren aus der 
Gruppe mit MSC und BMP-2 nach vier, acht und zwölf Wochen Magnetresonanz-Messungen 
durchgeführt. Nachdem die Tiere mit Midazolam und Ketamin wie oben beschrieben anästhesiert 
worden waren, konnten sie nach Intubation und Legen eines Venenverweilkatheters zum MRT 
gebracht werden. Die Messungen wurden mit einem Siemens Vision plus 1.5 T MRI Scanner 
(Siemens AG, Erlangen, Deutschland) durchgeführt. Eine flexible Nacken-Empfangsspule wurde 
um die Hintergliedmaße im Bereich der Kammer gelegt und danach ein Godatersäure enthaltendes 
Kontrastmittel in der Dosierung 0,1 mmol/kg KGW (Dotarem® 0,5mmol/ml, Guebert, Roissy, 
Frankreich) langsam intravenös injiziert. Ein T1 gewichteter 3D Datensatz wurde unter der 
Verwendung einer 3D FLASH Sequenz (TR: 12 ms, TE: 5 ms, Flip angle 308, ACQ 2) gescannt, 
der einen Bereich von 200 mm x 200 mm x 118 mm mit einer Matrix von 192 mm x 256 mm x 118 
mm abdeckte. 
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Auswertung der intravitalen Bildgebung 
Die Datenanalyse wurde mit einem Programm zur Analyse von 4D-Daten (MagnAn, BioCom 
GbR, Uttenreuth, Deutschland) durchgeführt, das auf der Software IDL (IDL, ITT Visual 
Information Solutions, Bolder, USA) basiert. Zunächst wurden mittels eines Algorithmus, der auf 
Vorwissen über die Geometrie der Kammer basierte und mit mathematischen morphologischen 
Operatoren arbeitete, die Kammer sowie der Kammerinhalt segmentiert. Anschließend wurde 
durch Multiplikation des Originaldatensatzes mit der binären Maske des Kammerinhaltes nur 
dieser ausgeschnitten. In diesem Volumen des Kammerinhaltes wurden nun der mittlere Grauwert 
und die 1,5fache Standardabweichung für jedes Tier und jede Messung als Schwellenwert zur 
Segmentierung des perfundierten Volumens bestimmt und angewendet. Alle Voxel oberhalb dieses 
Schwellwertes wurden als Maß für perfundiertes Gefäßvolumen, sprich Vaskularisation, gezählt. 
Anhand des segmentierten Volumens konnte über den Zeitverlauf eine Veränderung des 
perfundierten Volumens dargestellt werden. Um die gewonnenen Daten zu visualisieren, wurde mit 
dem Programm Amira® (Visage Imaging GmbH, Berlin, Deutschland) zunächst eine sogenannte 
Maximum Intensity Projection (MIP) aller drei Achsen für das Untersuchungsvolumen dargestellt. 
Mit einem „marching-cube“ Algorithmus wurde anschließend die Oberfläche aller Voxel oberhalb 
des Schwellwertes als Isosurface dargestellt. Aus diesen Daten konnte nun das von Kontrastmittel 
perfundierte Volumen und die Oberfläche errechnet werden. Die statistische Auswertung erfolgte 
durch Verwendung von t-Tests zwischen den einzelnen Zeitpunkten und Mittelwerten der Tiere. 
3.5.2 Mikrocomputertomographie 
Mikrocomputertomographie der Explantate 
Nach dem Entkalken der AV-Loop-Konstrukte wurden zur Analyse der Vaskularisation und der 
Gefäßverteilung, Länge, Dicke und Ausrichtung Mikrocomputertomographiemessungen 
durchgeführt. Das Konstrukt wurde in dem Gefäß, in dem es vorher entkalkt worden war, mittels 
einer Kompresse fixiert und in das Mikro-CT (Tomoscope 30s, VAMP GmbH, Erlangen, 
Deutschland) gelegt. Die Röhrenspannung betrug 40 kV, die Voxelgröße 40 µm und die 
Messdauer drei Minuten bei einer Strahlendosis von 150 mGy. 
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Auswertung der Mikrocomputertomographie 
Nach der Darstellung der Messdaten als Maximum Intensity Projection wurden ähnlich wie bei den 
oben beschriebenen MRT-Datensätzen dreidimensionale Rekonstruktionen der vom Kontrastmittel 
gefüllten Gefäße berechnet. Diese wurden als Isosurface-Extraktionen dargestellt und durch 
graphische Kodierung den verschiedenen Gefäßhierarchien Farben zugeordnet. Anhand dieser 
Daten konnten für jedes Konstrukt die Länge, die Gefäßanzahl, die Bestimmung der 
Aufzweigungen, die Gesamtlänge des Gefäßnetzwerkes und die mittlere Dicke der Gefäße 
berechnet werden. Diese Daten wurden dann für die quantitative Auswertung verwendet und die 
Mittelwerte für die beiden Gruppen bestimmt. Diese Mittelwerte wurden durch t-Tests auf ihre 
Signifikanz geprüft. 
3.6 Molekularbiologische Auswertung 
RNA-Isolation aus den subkutanen Konstrukten 
Die bei -80° C gelagerten subkutanen Konstrukte wurden in einer Schwingmühle (Schwingmühle 
MM200, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) homogenisiert. Dazu wurde das Gewebe in einen 
sterilen Mahlbecher (Mahlbecher 10 ml, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) mit zwei Mahlkugeln 
(Mahlkugeln 12 mm Durchmesser, Retsch GmbH, Haan, Deutschland) gegeben und in flüssigem 
Stickstoff gefroren. Nach Einspannen in die Kugelmühle wurde zweimal für je fünf Minuten bei 22 
Schwingungen pro Sekunde homogenisiert. Zwischen den zwei Durchgängen wurde der 
Mahlbecher für zwei Minuten in flüssigem Stickstoff gefroren. Alle folgenden Angaben gelten für 
eine Probenmenge von 1,5 g: Als erster Schritt wurden in einem sterilen Gefäß 15 ml Trizol 
(TRIzol® Reagent, invitrogen™, Carlsbad, USA) zugegeben und bei Raumtemperatur für fünf 
Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml Chloroform (Chloroform p. a. 99,5%, Th. Geyer GmbH 
& Co. KG, Renningen, Deutschland) und Inkubation für drei Minuten bei Raumtemperatur wurde 
mit 13.250 xG bei 4° C für zehn Minuten zentrifugiert. Der wässrige Überstand wurde 
weiterverwendet und nach Zugabe von 3 ml Chloroform und gleicher Inkubationszeit erneut für 
fünf Minuten zentrifugiert. Der Überstand wurde mit 7,5 ml Isopropanol (2-Propanol z. a. min 
99,7%, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland) aufgefüllt. Nach einer 
Inkubationszeit von zehn Minuten bei Raumtemperatur wurde der Inhalt auf sterile 2 ml 
Reaktionsgefäße (Safe lock Reaktionsgefäß 2ml, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) aufgeteilt. 
Diese wurden bei 4° C und 7840 xG für zehn Minuten zentrifugiert. Der entstandene Überstand 
wurde verworfen.  
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Die entstandenen Pellets wurden mit 1,5 ml Ethanol (Ethanol absolut z. A., MERCK KgaA, 
Darmstadt, Deutschland) in einem Reaktionsgefäß gepoolt und erneut für fünf Minuten zentrifugiert 
− wie oben beschrieben. Nachdem das Pellet fünf bis zehn Minuten getrocknet war, wurden 87,5 ml 
RNase freies Wasser (UltraPure™DEPC-Treated Water, invitrogen™, Carlsbad, USA) zugegeben.  
Für die nächsten Schritte wurde das RNeasy-mini-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) verwendet. 
Zum DNase-Verdau wurden 10 µl RDD Puffer und 2,5 µl DNase (RNase-Free DNase Set Qiagen, 
Hilden, Deutschland) zum gelösten Pellet gegeben und nach einer Inkubationszeit von zehn 
Minuten bei Raumtemperatur wurde mit der RNA-Aufreinigung begonnen.  
Dazu wurde eine RNeasy Säule und 500 µl RLT-Puffer in ein 2 ml Reaktionsgefäß gegeben und bei 
314 xG für eine Minute zentrifugiert. Zu dem in 87,5 ml suspendierten Pellet wurden 350 µl RLT-
Puffer und 250 µl Ethanol pipettiert und nach Resuspendieren auf die vorbereitete Säule gegeben. 
Diese wurde für eine Minute bei 4° C und 7840 xG zentrifugiert und der entstandene Durchlauf 
nochmals auf die gleiche Weise zentrifugiert. Der nun entstandene Durchlauf wurde verworfen und 
es wurden zweimal je 500 µl RPE-Puffer aufgefüllt und wiederholt zentrifugiert. Nach Verwerfen 
dieses Durchlaufs wurde die Säule eine Minute lang bei 13.250 xG zentrifugiert und dann in ein 
neues Reaktionsgefäß überführt. Nach Elution mit 30 µl RNase freiem Wasser und zweimaligem 
Zentrifugieren bei 4° C und 7840 xG für eine Minute wurde die RNA-Menge mit einem Photometer 
(BioPhotometer, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) bestimmt. 
cDNA-Synthese 
Die Synthese von cDNA aus der gewonnenen RNA wurde wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben 
durchgeführt.  
PCR 
Mit der real time PCR wurde die Expression von Genen der Osteogenese untersucht. Die 
Durchführung der PCR ist in Kapitel 3.6.3 beschrieben. Als Primer wurden die in Tabelle 8 
angegebenen Sequenzen verwendet. Referenzgene waren wie in Tabelle 1 angegeben GAPDH und 
Actin. Zur Validierung der Ergebnisse wurde eine Gelelektrophorese vorgenommen (siehe Kapitel 
3.2.1). 
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Tabelle 8:  Sequenzen der für die PCR der subkutanen Konstrukte verwendeten 
Primer. 
3.7 Histologische und immunhistologische Methoden 
3.7.1 Vorbereitung der histologischen Proben und Standardfärbungen 
Entkalkung der AV-Loop-Konstrukte 
Um die AV-Loop-Konstrukte für die spätere histologische Bearbeitung vorzubereiten, wurden sie 
entkalkt. Der verwendete 20% EDTA-Puffer mit einem pH-Wert von 7,1 wurde aus 400 g EDTA 
(EDTA, Fluka Sigma- Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) gelöst in zwei Liter 
destilliertem Wasser und 65 g Zitronensäure-Monohydrat (Zitronensäure-Monohydrat gepulvert, 
MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland) hergestellt. Nach der Fixierung wurden die Präparate 
gründlich mit Wasser gespült und dann in lichtundurchlässigen Gefäßen (lichtundurchlässige 
Zentrifugenröhrchen 50ml, Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) entkalkt. Der 
EDTA-Puffer wurde alle zwei Tage gewechselt und die Gefäße wurden auf einem Rüttler 
(VIBRAMAX 100, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Schwabach, Deutschland) in 
Bewegung gehalten, damit der Puffer gleichmäßig das Gewebe umgab. Nach fünf Wochen konnten 
die entkalkten Konstrukte weiterverarbeitet werden. 
      left primer right primer 
Kollagen Typ I `aagacatcccaccagtc` `taagttcgtcgcagatc` 
Osteocalcin `tgagctcaaccctgact` `gtcctggagagaagcca` 
Osteonectin `acgggtacctgtctcac` `gtccagggcgatgtac` 
Osteopontin `tcccactgacattccaa` `gcctggggtctgtaatc` 
RUNX2 `cgcattcctcatccca` `gcctggggtctgtaatc` 
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Vorbereitung der histologischen Präparate 
Abbildung 10:  Schematische Zeichnung des Zuschnittes der Loop-Präparate für die 
histologische Verarbeitung 
Die entkalkten Konstrukte wurden vor der Einbettung in Paraffin und vorhergehendem 
Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe zugeschnitten. Die subkutanen Konstrukte wurden in 
der Mitte geteilt und jeweils ein Teil mit der Schnittfläche als Anschnitt in die Einbettkassetten 
(Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) eingebracht. Die AV-Loop-Konstrukte 
wurden in je sechs Teile zerschnitten, wie in Abbildung 10 gezeigt, und einzeln eingebettet. 
Mit einem Mikrotom (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) wurden 4µm dünne Schnitte 
angefertigt, die dann nach Streckung in einem warmen Wasserbad auf beschichtete Objektträger 
(FLEX IHC Microscope Slides, DAKO Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgezogen 
wurden. Nach Trocknung in einem Wärmeschrank bei 58° C für maximal zwölf Stunden konnten 
die Schnitte für Färbungen verwendet werden.  
Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Von allen subkutanen Präparaten der Gruppe zur Untersuchung der ektopen Knochenbildung mit 
MSC wurden drei standardisierte Ebenen geschnitten und dann in einem Färbeautomaten (Shandon 
Varistain® 24-4, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) gefärbt.  
Von den histologischen Präparaten aller anderen Gruppen wurde jeweils ein Schnitt mit dieser 
Standardfärbung für die morphologische Beurteilung gefärbt.  
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Masson-Goldner-Färbung 
Zur Darstellung von Knochenanteilen, Osteoid und Fibrinanteilen in den Konstrukten wurde von 
ausgewählten Präparaten eine Masson-Goldner-Färbung angefertigt. Dazu wurden die Schnitte 
zuerst mit Xylol jeweils zweimal 15 Minuten entparaffiniert und dann in einer absteigenden 
Alkoholreihe rehydriert. Nach Spülen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte sechs Minuten 
in Eisenhämatoxylin nach Weigert (Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) gelegt und 
danach mit destilliertem Wasser gespült. Nach kurzem Eintauchen in 1% HCL-Alkohol (Carl Roth 
GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) und wiederholtem Spülen in destilliertem Wasser wurden 
die Schnitte für 15 Minuten in 0,5 g Azophloxin (Fluka Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 
Taufkirchen, Deutschland) mit 0,2 ml konzentrierter Essigsäure (MERCK KgaA, Darmstadt, 
Deutschland) in 100 ml destilliertem Wasser inkubiert. Als nächstes wurden sie nach kurzem 
Eintauchen in 1% Essigsäure für drei Minuten in eine Lösung aus 4 g Phosphormolybdänsäure, 2 g 
Orange G (beides Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) und 100 ml destilliertem 
Wasser getaucht. Nach erneutem Tauchen in 1% Essigsäure wurden die Schnitte vier Minuten in 
einer Lichtgrünlösung aus 0,2 g Lichtgrün (MERCK KgaA, Darmstadt, Deutschland), 0,2 ml 
konzentrierter Essigsäure und 100 ml destilliertem Wasser inkubiert. Danach wurden die Schnitte 
nach kurzen Tauchen in 1% Essigsäure zweimal je zwei Minuten in 96% und 100% Alkohol (Carl 
Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) dehydriert und mit Aquatex® (Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, Taufkirchen, Deutschland) eingedeckelt. 
3.7.2 Immunhistologische Methoden  
TUNEL-Versuch 
Um das Apoptoseverhalten der subkutan implantierten MSC zu beurteilen, wurde mit Präparaten 
aller Entnahmezeitpunkte ein TUNEL-Assay durchgeführt. Mit dieser Methode werden fragmen-
tierte DNA-Stränge nachgewiesen, die an ihrer Hydroxylgruppe durch das TdT-Enzym mit fluores-
zenzmarkierten Nukleotiden gekoppelt und so mikroskopisch sichtbar werden. Zuerst wurden die 
Schnitte in Xylol zweimal für 15 Minuten entparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe 
(99%, 96%, 70% Ethanol) (Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe, Deutschland) rehydriert. Danach 
wurden sie kurz in TBS-Puffer mit einem pH-Wert von 7,6, mit 20 mM 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) und 140 mM NaCl 
(Carl Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) in destilliertem Wasser, gespült.  
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Zur Permeabilisierung wurden die Schnitte anschließend mit 1% Proteinase K (FragEL™ DNA 
Fragmentation Detection Kit, Calbiochem®, Darmstadt, Deutschland) bedeckt und bei 
Raumtemperatur zehn Minuten inkubiert.  
Der ebenfalls im Kit enthaltene TdT Equilibration-Puffer wurde 1:5 mit destilliertem Wasser 
verdünnt und nach kurzem Spülen der Schnitte in TBS-Puffer für 20 Minuten auf die Schnitte 
gegeben. Während dieser Zeit erfolgte die Herstellung der TdT Labeling Reaction Mixture. Dazu 
wurden pro Schnitt 3 µl des TdT-Enzyms mit 57 µl des Reaction Mix auf Eis vorsichtig vermischt. 
Nach der Inkubationszeit des TdT Equilibration-Puffers konnte dieser abgezogen und je 60 µl der 
vorbereiteten TdT Labeling Reaction Mixture auf die Schnitte pipettiert werden. Diese wurden 
dann in einer feuchten Kammer für 1,5 Stunden bei 37° C in einem Wärmeschrank inkubiert. Nach 
dieser Zeit wurden Präparate zweimal mit TBS-Puffer gewaschen und eine Kernfärbung mit DAPI 
(Diamidine-phenylindole-dihydrochloride, Applied Science/Roche, Indianapolis, USA) 1:1000 in 
destilliertem Wasser für fünf Minuten durchgeführt. Als nächstes wurden die Schnitte in 
destilliertem Wasser gewaschen und mit Fluoprep® (Biomérieux, Marcy l'Etoile, Frankreich) 
eingedeckelt. 
Ki67-Immunfluoreszenzfärbung 
Die subkutanen Präparate wurden zusätzlich zu dem vorher beschriebenen Apoptose-Assay auf 
Zellproliferation untersucht. Dazu wurden die Schnitte als erstes entparaffiniert und rehydriert wie 
oben beschrieben und dann nach Umrandung mit einem Silikonstift (Kisker-Biotech, Steinfurt, 
Deutschland) zur Antigendemaskierung in einem Demaskierungspuffer mit pH6 (Antigen retrieval 
solution pH6, Dako Cytomation, Carpinteria, USA) in einem Dampftopf (Pascal-Dampftopf, Dako 
Cytomation, Carpinteria, USA) erhitzt. Nach zwei Minuten bei 100 kP und 120° C wurden die 
Schnitte weitere zehn Minuten im Dampftopf belassen und dann langsam auf Raumtemperatur 
abgekühlt. Anschließend wurden sie in TBS-T-Puffer mit pH 7,6 aus 12,1 g 
Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) mit 3,5 g NaCl (Carl 
Roth GmbH+Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und 1 ml Tween®20 (Sigma-Aldrich Chemie 
GmbH P.O., Steinheim, Deutschland) in 1 l destilliertem Wasser zweimal für vier Minuten 
gewaschen. Zur kompetitiven Hemmung der endogenen Peroxidase wurde der im CSAII-Kit 
(biotin free catalized amplification system, Dako Cytomation, Carpinteria, USA) enthaltene 
Peroxidase-Block für 15 Minuten auf den Schnitten belassen und danach kurz mit destilliertem 
Wasser abgespült, bevor die Schnitte wieder in TBS-T-Puffer gewaschen wurden.  
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Um trotz Verwendung des Verstärkungssystems keine Hintergrundfärbung zu erhalten, wurde 
anschließend ein weiterer Blockierungsschritt mit 10% Ziegenserum (PromoCell, Heidelberg, 
Deutschland) in PBS (Biochrom AG, Berlin, Deutschland) für 25 Minuten durchgeführt. Dieser 
wurde nur abgeklopft und anschließend der im Kit enthaltene Proteinblock für 25 Minuten auf den 
Schnitten inkubiert. Als Primärantikörper wurde ein monoklonaler mouse anti human Ki67-
Antikörper (DAKO, Glostrup, Dänemark) verwendet. Dieser wurde in 10% Ziegenserum in PBS 
1:50 verdünnt. Als Negativkontrollen wurden ein Schnitt mit einem mouse anti IgG1-Antikörper 
(BD Bioscience, San Jose, USA) und ein Schnitt mit 10% Ziegenserum in PBS bedeckt. Der 
Primärantikörper wurde für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die 
Schnitte mit TBS-T-Puffer gewaschen. Als nächster Schritt wurde die im Kit enthaltene anti-mouse 
Immunglobulin-HRP für 15 Minuten aufgetragen. Nach erneutem Waschen konnte das 
Amplifikationsreagenz aufgetragen werden, das durch die FITC-Markierung eigentlich nur einen 
weiteren Amplifikationsschritt des Kits darstellt, hier aber als Fluoreszenzsignal genutzt wurde. 
Nach 15 Minuten wurden die Schnitte erneut gründlich gewaschen und wie oben beschrieben eine 
Kernfärbung mit DAPI durchgeführt und die Schnitte mit Fluoprep® (Biomérieux, Marcy l'Etoile, 
Frankreich) eingedeckt. 
CD31- Immunfluoreszenzfärbung 
Um sowohl die Vaskularisation der subkutanen Präparate als auch die neu gebildeten Gefäße in 
den AV-Loop-Konstrukten darstellen zu können, wurden die Explantate mit einem 
CD31/PECAM1-Antikörper immunhistologisch untersucht. Zum Einsatz kam das CSAII-Kit 
(Dako Cytomation, Carpinteria, USA). Nachdem die Schnitte wie oben beschrieben entparaffiniert, 
rehydriert worden waren und den gleichen Prozess der Anigendemaskierung durchlaufen hatten, 
wurden die gleichen Blockierungsschritte wie für die Ki67-Färbung durchgeführt. Danach wurden 
die Schnitte entweder mit 100 µl monoklonalem mouse-anti-ovine-CD31-Antikörper (MorphoSys 
UK Ltd, Kidlington Oxford, UK) 1:70 in 10% Ziegenserum in PBS bedeckt oder als 
Negativkontrolle mit 10% Ziegenserum in PBS und als Isotypkontrolle mit mouse-anti-IgG2a-
Antikörper (BD Bioscience, San Jose, USA) für eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
gründlichem Waschen in TBS-T-Puffer und Inkubation mit der anti-mouse-Immunglobulin-HRP 
für 15 Minuten und weiterer Inkubation mit dem Amplifikationsreagenz für ebenfalls 15 Minuten 
und erneutem Waschen, wurden die Schnitte mit DAPI gegengefärbt, um die Kerne sichtbar zu 
machen. Die Schnitte wurden mit Fluoprep® (Biomérieux, Marcy l'Etoile, Frankreich) 
eingedeckelt.  
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vWF-Immunhistochemische Färbung 
Um die Ergebnisse der CD31-Immunhistologie zu verifizieren, wurden die Präparate mit einem 
polyklonalen rabbit-anti-human-van Willebrand-Faktor Antikörper (Biocare medical, Concord CA, 
USA) gefärbt. Die entparaffinierten und rehydrierten Schnitte wurden wie oben beschrieben im 
Dampftopf mit dem Antigendemaskierungspuffer gekocht und nach anschließendem Waschen in 
TBS-T-Puffer mit 3% H2O2-Lösung (Merck, KGaA, Darmstadt, Deutschland) in destilliertem 
Wasser für fünf Minuten bedeckt, um die endogene Peroxidase zu blocken. Nach kurzem Spülen in 
destilliertem Wasser wurden die Schnitte in TBS-T-Puffer gewaschen wie oben beschrieben und 
ein Avidin-Biotin-Blockierungsschritt folgte. Zuerst wurde die Avidinblocklösung für 15 Minuten 
inkubiert, gefolgt von der Biotinblocklösung (Vector laboratories, Burlingame, USA). Nach einem 
Blockierungsschritt mit 10% Ziegenserum in PBS für 30 Minuten, um unspezifische Bindungen 
des Primärantikörpers zu verhindern, folgte der Primärantikörper 1:50 in 10% Ziegenserum in PBS 
für eine Stunde. Als Negativkontrolle wurde ein Schnitt nur mit der 10% Ziegenserumlösung 
bedeckt. Die Schnitte wurden anschließend gewaschen und für 30 Minuten mit einem 
biotinylierten anti-rabbit Sekundärantikörper (Vector laboratories, Burlingame, USA) 1:500 in PBS 
inkubiert. Als nächster Schritt folgte nach einem Waschschritt die Inkubation mit dem ABC-
Reagenz des R.T.U. Vectastain® Kit (Vector laboratories, Burlingame, USA). Nach einem 
Waschschritt mit TBS-T-Puffer wurde die Färbung durch Zugabe von liquid DAB+Substrat (Dako, 
Carpinteria, USA) entwickelt. Unter dem Mikroskop wurde der Farbumschlag beurteilt. Die 
Inkubationszeit lag zwischen fünf und acht Minuten. Um die Zellkerne zu färben, wurden die mit 
destilliertem Wasser gespülten Schnitte für 30 Sekunden in eine 1:10 mit destilliertem Wasser 
verdünnte Hämalaunlösung (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) getaucht und anschließend für 
zehn Minuten unter fließendem Leitungswasser gebläut. Mit dem wässrigen Eindeckmedium 
Aquatex® (Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) wurden die Schnitte eingedeckt.  
Kollagen Typ I-Immunhistochemische Färbung 
Alle AV-Loop-Präparate wurden mit einem polyklonalen rabbit-anti-bovine Antikörper gegen 
Kollagen Typ I (biologo, Kronshagen, Deutschland) gefärbt, um Knochengewebe nachzuweisen.  
Es wurde das gleiche Protokoll wie zur vWF-Färbung verwendet, wobei die Primär-
antikörperverdünnung 1:100 betrug. Eine Antigendemaskierung musste für diese Färbung nicht 
durchgeführt werden. 
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3.7.3 Auswertung der histologischen und immunhistologischen Präparate 
Alle histologischen und immunhistologischen Präparate wurden mit einem Leitz DRMBE 
Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) untersucht. Mit einer Leica DFC420 
Kamera und dem Softwareprogramm Leica Application Suite V3 (Leica Microsystems, Wetzlar, 
Deutschland) wurden digitale Aufnahmen fotografiert, Überlagerungen der Fluoreszenzaufnahmen 
und semiautomatische Auswertungen vorgenommen. 
Für die Bestimmung des Knochenanteils in den Präparaten der subkutanen Implantationsgruppe 
mit kultivierten, direkt reimplantierten oder direkt reimplantierten MSC mit 60 µg/ml BMP-2 und 
in den AV-Loop-Präparaten wurden mit 2,5facher Vergrößerung Bilder der HE-Färbungen 
aufgenommen, die dann mit Hilfe des Softwareprogrammes Adobe Photoshop CS3 extended 
(Adobe Systems Incorporated, San Jose, USA) automatisiert zusammengesetzt wurden. Diese 
zusammengesetzten Bilder wurden dann mit dem Softwareprogramm Leica Application Suite V3 
ausgewertet, indem die in der HE-Färbung deutlich abgrenzbaren Knochenanteile mit Hilfe einer 
Binärmaske markiert und dann nach Ausschließen nicht deutlich als Knochen ansprechbarer 
Bereiche automatisch ausgewertet wurden. 
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4 Ergebnisse 
4.1 Zellisolation und Expansion der mesenchymalen Stammzellen 
Die Punktion der Spina iliaca anterior wurde von allen Schafen ohne Komplikationen toleriert. Es 
konnten jeweils 15 - 35 ml Knochenmark gewonnen werden, die sofort nach Aspiration gekühlt und 
weiterverarbeitet wurden. Bei der Isolation der mesenchymalen Stammzellen durch Dichte-
zentrifugation mit dem Ficollgradienten konnte eine deutliche Trennung der Phasen erreicht 
werden. Bereits vier bis sechs Stunden nach Einbringen der Zellen in die Zellkulturflaschen konnten 
mikroskopisch am Boden der Flasche haftende Zellen ausgemacht werden. Nach vier oder fünf 
Tagen konnten die Zellen bei einer Konfluenz von 80% subkultiviert werden. Morphologisch 
stellten sich die als Monolayer gewachsenen Zellen als spindelförmige mit meist zwei bis drei 
Ausläufern in Kontakt zu anderen Zellen stehende Zellen dar (Abbildung 11). Die Zellen ließen 
sich ohne deutliche Verlangsamung des Wachstums bis zur dritten oder vierten Passage 
subkultivieren. Auch nach der Kryokonservierung war kein verändertes Verhalten bezüglich der 
Expansion der mesenchymalen Stammzellen festzustellen.  
Abbildung 11:  Vitale ungefärbte mesenchymale Stammzellen fünf Tage nach 
Isolation. Die Zellen wachsen in einem Monolayer und zeigen ca. 80% Konfluenz. 
Durchlichtmikroskopieaufnahme 
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4.1.1 Ergebnisse der FACS-Analyse der mesenchymalen Stammzellen 
Mit Hilfe der FACS-Analyse wurden die frischen und expandierten mesenchymalen Stammzellen 
auf Proteinebene auf die Expression von Stammzellmarkern untersucht. Die mesenchymalen 
Stammzellmarker CD29, CD44 und CD166 konnten bei beiden Zellpopulationen auf Proteinebene 
nachgewiesen werden. Der hämatopoetische Marker CD31 konnte in beiden Gruppen nur in 
vernachläßgbarem Ausmaß nachgewiesen werden. CD45 als weiterer hämatopoetischer Marker 
wurde nur in der Gruppe der frischen mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen. Die einzelnen 
Messergebnisse der beiden Zellpopulationen zeigten ein deutlich unterschiedliches Proteinmuster. 
Bei beiden Populationen konnten mit der Berechnung des MFI alle Stammzellmarker nachgewiesen 
werden, wie in Abbildung 12 gezeigt. Der Einzelvergleich lieferte jeweils ähnliche Ergebnisse 
(Abbildung 13). 
Abbildung 12:  Durch die Berechnung des MFI (mean fluorescent index) konnte 
gezeigt werden, dass die expandierten Stammzellen ein deutlich anderes Markerprofil 
aufwiesen als die frischen mesenchymalen Stammzellen. Während die frischen 
Stammzellen CD45 exprimierten, das bei den expandierten mesenchymalen 
Stammzellen deutlich geringer exprimiert wurde, waren diese wiederum bei allen drei 
Stammzellmarkern CD29, CD44 und CD166 den frischen Zellen überlegen. 
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Abbildung 13:  Beispiel einer FACS-Messung von frischen und expandierten ovinen 
mesenchymalen Stammzellen (A) Die frischen mesenchymalen Stammzellen sind auf 
Proteinebene positiv für den Stammzellmarker CD44 und den hämatopoetischen Marker 
CD45. Die in dieser Einzelmessung niedrigen Zellzahlen, die positiv für CD29 und 
CD166 waren, relativierten sich in der Berechnung des MFI (siehe Abbildung 12). (B) 
Die expandierten mesenchymalen Stammzellen weisen das für ovine MSC beschriebene 
Muster auf Proteinebende auf. Neben der Expression von CD44, CD29 und CD166, 
waren keine Zellen positiv für CD45 und CD31. 
Um Messfehler auszuschließen, beispielsweise aufgrund von Verunreinigungen mit 
Knochenmarksbestandteilen, wurden alle FACS-Untersuchungen mit frischen Zellen verschiedener 
Schafe und verschiedener Passagen bei den expandierten mesenchymalen Stammzellen 
durchgeführt.  
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4.1.2 Ergebnisse der rt-PCR der mesenchymalen Stammzellen 
Die in der FACS-Analyse nachgewiesenen Stammzellmarker auf Proteinebene wurden durch  
PCR-Untersuchungen auf RNA-Ebene verifiziert. Die Expression auf RNA-Ebene bestätigte die 
gleichen Ergebnisse, die die FACS-Analyse nachgewiesen hatte (Abbildung 14). Als Referenzgene 
wurden Aktin und GAPDH verwendet. Die frisch isolierten mesenchymalen Stammzellen zeigten 
ebenso wie auf der Proteinebene auf RNA-Ebene die Expression von CD45. Die Stammzellmarker 
CD29 und CD166 waren auf RNA-Ebene nachweisbar. CD44 wurde ebenfalls exprimiert, 
allerdings nicht in dem Umfang, wie die expandierten mesenchymalen Stammzellen diesen Marker 
exprimierten. Die expandierten ovinen Stammzellen zeigten neben CD29- und CD166-Expression 
auch eine Expression des Stammzellmarkers CD44.  
Abbildung 14:  Fotographie einer Gelelektrophorese zur Untersuchung der 
Genexpression der expandierten und frisch isolierten ovinen mesenchymalen 
Stammzellen: CD45 ist als Bande bei den frisch isolierten Stammzellen im Vergleich zu 
den expandierten mesenchymalen Stammzellen sichtbar. 
4.1.3 Fluoreszenzmarkierung der mesenchymalen Stammzellen 
Die Markierung der mesenchymalen Stammzellen mit dem lipophilen Fluoreszenzfarbstoff DiI 
wurde durch Fluoreszenzmikroskopie überprüft. Die Zellen zeigten eine deutliche rote Fluoreszenz, 
die in Abbildung 15 zu sehen ist. Die Zellmembran ist rot vor dunklem Hintergrund abzugrenzen 
und die Kerne sind blau angefärbt. 
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Abbildung 15:  Mesenchymale Stammzellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DiI (rot) 
markiert und zur Kernfärbung mit DAPI (blau) gegengefärbt 
4.2 Ergebnisse der subkutanen Versuchsgruppen  
4.2.1 Operativer und postoperativer Verlauf 
Die Implantation der subkutanen Implantate gelang bei allen neun Schafen komplikationslos. 
Während der Standzeit kam es ebenfalls zu keinerlei Komplikationen. Es traten weder 
Wundheilungsstörungen, Infektionen noch eine Reaktion im Sinne einer Fremdkörperreaktion auf 
die implantierten Konstrukte auf. Alle Tiere waren im Allgemeinbefinden unbeeinträchtigt und 
vertrugen die Antibiose gut. Nach zehn bis zwölf Tagen konnten die Fäden gezogen werden.  
4.2.2 Ergebnisse der molekularbiologischen Auswertung 
Ergebnisse der subkutanen Konstrukte zur ektopen Knochenbildung mit BMP-2 
Um die Expression von Knochenmarkern auf RNA-Ebene innerhalb dieser Gruppe zu untersuchen, 
wurden von der Kontrollgruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und 
Fibrinkleber, der Gruppe mit 12,5 µg/ml BMP-2 und der Gruppe mit 60 µg/ml BMP-2 von den vier 
Tieren ein Teil des Konstruktes direkt nach der Explantation steril in Stickstoff gefroren und für 
PCR-Analysen aufbereitet. Zur Darstellung der Ergebnisse wurde mit Hilfe der ∆∆Ct-Methode die 
unterschiedliche Expression als n-fache Expression der Kontrollgruppe berechnet.  
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Abbildung 16:  logarithmische Darstellung der Genexpression nach Berechnung der 
n-fachen Expression der untersuchten Knochengene im Vergleich zur Kontrollgruppe 
mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber. Sowohl die Gruppe 
mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrinkleber und 12,5 µg/ml BMP-2 
als auch die Gruppe mit 60 µg/ml BMP-2 zeigen ein deutlich erhöhtes 
Knochengenexpressionsmuster. 
Beide Gruppen lagen bei der Expression der Knochenmarker Osteocalcin, Osteonectin, 
Osteopontin, Kollagen I und RUNX2 über den in der PCR nachgewiesenen Werten der 
Kontrollgruppe. Die Verwendung von 12,5 µg/ml BMP-2 führte zwar zu einer vermehrten 
Expression dieser Knochenmarker, doch die Gruppe mit 60 µg/ml lag im Nachweis der 
untersuchten Knochengene immer über den von der Gruppe mit 12,5 µg/ml erreichten Werte 
(Abbildung 16). Die Hochregulation der Knochengene konnte in einer weiteren PCR im Vergleich 
zu Knochengewebe des Schafes ebenso ermittelt werden. Der dosisabhängige Einfluss von BMP-2 
auf die Genexpression konnte nachgewiesen werden. In Abbildung 17 ist die Gelelektrophorese 
dieses Versuches abgebildet. 
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Abbildung 17:  Fotographie einer Gelelektrophorese zur Untersuchung der 
Genexpression von ovinem Knochen im Vergleich zu einem Konstrukt mit β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrinkleber und 60 µg/ml BMP-2. Die 
Banden der Knochengene Kollagen I, Osteonectin und Osteocalcin sind im Vergleich 
zum getesteten Knochengewebe deutlicher ausgeprägt. 
Ergebnisse der subkutanen Konstrukte zur ektopen Knochenbildung mit mesenchymalen 
Stammzellen, der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber 
Um die Expression der Knochenmarker Osteocalcin, Osteonectin, Osteopontin, Kollagen I und 
RUNX2 der Gruppen mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und entweder expandierten 
mesenchymalen Stammzellen, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen oder direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen mit 60 µg/ml BMP-2 zu vergleichen, wurden von je 
einem Konstrukt jeder Gruppe und jedes Schafes Teilstücke zur Untersuchung auf RNA-Ebene 
entnommen. Als Kontrollgruppe dienten Konstrukte mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxyl-
apatitkeramik und Fibrinkleber. Um die Expression der Knochengene im Vergleich zur Epression 
der Kontrollgruppe darzustellen, wurde anhand der ∆∆Ct-Methode die im Vergleich n-fache 
Expression der Marker berechnet (Abbildung 18). Alle drei Gruppen lagen bei allen getesteten 
Genen über dem für die Kontrollgruppe ermittelten Genexpressionsmuster.  
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Abbildung 18:  Darstellung der Genexpression nach Berechnung der n-fachen 
Expression der untersuchten Knochengene im Vergleich zur Kontrollgruppe mit β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber. Alle drei untersuchten 
Gruppen zeigen hochregulierte Knochengene im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die 
Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrinkleber und 
expandierten mesenchymalen Stammzellen zeigt die größte Hochregulation der drei 
Gruppen bei allen untersuchten Knochenmarkern. 
4.2.3 Ergebnisse der histologischen Untersuchungen  
Ergebnisse der subkutanen Konstrukte zur ektopen Knochenbildung mit BMP-2 
Es konnten jeweils sechs und damit alle Konstrukte jeder Gruppe in die Auswertung einbezogen 
werden. 
Als Kontrollgruppe dienten Konstrukte mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und 
Fibrinkleber. Die erste der drei Gruppen hatte 2,5 µg/ml BMP-2, die zweite 12,5 µg/ml BMP-2 und 
die dritte 60 µg/ml BMP-2 sowie jeweils β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und 
Fibrinkleber enthalten. Nach Entkalkung, Paraffineinbettung und der Anfertigung der histolo-
gischen Schnitte wurden die Schnitte zunächst zur deskriptiven Auswertung Hämatoxylin-Eosin 
und nach Masson-Goldner gefärbt. Jeweils zwei Präparate eines Konstruktes, die repräsentativ für 
das Gesamtkonstrukt waren, wurden digital fotografiert und analysiert. Zur weiteren Beurteilung 
der histologischen Präparate wurden immunhistochemische Färbungen zur Detektierung von 
Kollagen Typ I angefertigt. Die folgenden Abbildungen zeigen Beispielbilder aller Färbungen aus 
den Gruppen mit 2,5 µg/ml BMP-2, 12,5 µg/ml BMP-2 und 60 µg/ml BMP-2.  
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Abbildung 19:  Hämatoxylin-Eosin Färbung der subkutanen Konstrukte zur ektopen 
Knochenbildung mit BMP-2 in verschiedenen Dosierungen (A) Schnitt eines 
Konstruktes mit 2,5 µg/ml BMP-2: An dem durch die HE-Färbung braun eingefärbten 
Knochenersatzmaterial lagern sich erste osteoklastenähnliche Riesenzellen (Pfeil) an. Es 
sind keine Bereiche zu sehen, in denen sich Osteoblasten befinden. (B) Schnitt eines 
Konstruktes mit 12,5 µg/ml BMP-2: Am Rand des Knochenersatzmaterials befinden 
sich in Reihen liegend Osteoblasten (Pfeil), die beginnen, Osteoid zu bilden. Die Räume 
zwischen den Granula der Knochenersatzmatrix sind von fibrösem Gewebe durchzogen. 
(C) Schnitt eines Konstruktes mit 60 µg/ml BMP-2: Die Bereiche zwischen dem 
Knochenersatzmaterial sind mit Knochen durchbaut. Neben lamellärem Knochen 
(Stern) liegt vor allem in Randzonen des Knochenmaterials auch 
geflechtknochenähnliches Gewebe mit Osteoblasten und Osteoklasten (Pfeil). 
Wie in Abbildung 19 exemplarisch gezeigt, fanden sich in der Gruppe mit 2,5 µg/ml BMP-2 in 
manchen Bereichen der Konstrukte angelagert an die β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik 
Zellen, die durch ihre Morphologie als Osteoklasten identifiziert werden konnten. Die 
mehrkernigen Zellen lagen immer in direktem Kontakt zum Knochenersatzmaterial und waren zum 
Teil in lakunenartigen Vertiefungen des Knochenersatzmaterials gelegen. In keinem der Konstrukte 
konnten jedoch Osteoblasten oder knochenähnliche Strukturen gefunden werden. Die Konstrukte 
mit 12,5 µg/ml BMP-2 zeigten dagegen zum Teil Bereiche, in denen außer den wie in den 2,5 
µg/ml BMP-2 vorkommenden Osteoklasten auch osteoblastenähnliche Zellen in Nachbarschaft zum 
Knochenersatzmaterial lagen. Diese Zellen bildeten einen Saum entlang des Materials und waren 
teilweise von Osteoid umgeben. In allen Konstrukten der Gruppe mit 60 µg/ml BMP-2 konnte 
Knochen nachgewiesen werden. Neben Bereichen, in denen Geflechtknochen entlang der β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik zu finden war, konnten auch innerhalb der 
Knochenersatzmatrix große Bereiche als trabekulärer Knochen angesprochen werden. Dieser 
Knochen war typisch aufgebaut, mit eingemauerten Osteozyten und innerhalb des lamellär 
angeordneten Knochens befindlichen Blutgefäße. 
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Abbildung 20:  Masson-Goldner Färbung der subkutanen Konstrukte zur ektopen 
Knochenbildung mit BMP-2 in verschiedenen Dosierungen (A) Schnitt eines 
Konstruktes mit 2,5 µg/ml BMP-2: Neben dominierendem Bindegewebe finden sich 
einige an die Knochenersatzmatrix angelagerte osteoklastenartige Zellen. (B) Schnitt 
eines Konstruktes mit 12,5 µg/ml BMP-2: Die in Reihen pallisadenartig liegenden 
Osteoblasten beginnen Osteoid abzuscheiden, das sich als zellloses deutlich blau 
eingefärbtes, kompaktes, um die Zellen liegendes Material deutlich vom bindegewebig 
durchzogenen Rest des Präparates abgrenzen lässt. (C) Schnitt eines Konstruktes mit   
60 µg/ml BMP-2: Innerhalb des Knochenersatzmaterials liegt mit Blutgefäßen und von 
Bindegewebe durchzogener lamellär angeordneter maturer Knochen.  
Abbildung 21:  Kollagen I Immunhistochemie der subkutanen Konstrukte zur 
ektopen Knochenbildung mit BMP-2 in verschiedenen Dosierungen (A) Schnitt eines 
Konstruktes mit 2,5 µg/ml BMP-2: In wenigen Bereichen direkt an der 
Knochenersatzmatrix ist Kollagen I nachweisbar. (B) Schnitt eines Konstruktes mit 
12,5 µg/ml BMP-2: Der Nachweis von Kollagen I in direktem Kontakt zu der  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik spricht für einer beginnende 
Knochenbildung. Die angefärbten Bereiche scheinen ungeordnet um die Zellkerne der 
Osteoblasten zu liegen. (C) Schnitt eines Konstruktes mit 60 µg/ml BMP-2: Zwischen 
den lamellär angeordneten Kollagen I positiven Knochenmatrixanteilen liegen 
Osteoblasten und Osteozyten. (dunkelbraun: β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik; hellbraun: mit DAB angefärbtes Kollagen I) 
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Ebenso wie in der Hämatoxylin-Eosin-Färbung in Abbildung 19 sind die dort beschriebenen 
Strukturen und Knochenformen auch, wie in Abbildung 20 gezeigt, in der Masson-Goldner-
Färbung anzusprechen. Insgesamt waren alle Konstrukte gut vaskularisiert und es zeigten sich keine 
Anzeichen einer Fremdkörperreaktion, im Sinne von Makrophageninvasion oder entzündlich 
veränderten Bereichen, auf die Knochenersatzmatrix oder den Fibrinkleber. Der Nachweis von 
Kollagen I als Hauptbestandteil der Knochenmatrix gelang in allen drei Gruppen. Sowohl einige 
Anteile des zwischen dem Knochenersatzmaterial liegenden Bindegewebes als auch die um die 
Osteoblasten liegende Matrix konnten mit Kollagen I angefärbt werden (Abbildung 21).  
Die Kontrollgruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber wurde 
ebenso beurteilt. Hier zeigten sich in keinem der Konstrukte ansatzweise Knochenbildung oder am 
Knochenumbau beteiligte Zellen.  
Die Verwendung von 60 µg/ml BMP-2 führte im subkutanen Versuch zur ektopen Knochenbildung 
sicher zur Bildung von knöchernen Strukturen, wohingegen sich bei geringeren Dosen von BMP-2 
zwar erste Anzeichen einer beginnenden Formierung und Differenzierung von Zellen aus dem 
Stroma in die osteogene Linie zeigte, allerdings keine histologisch als Knochen zu identifizierenden 
Strukturen nachweisbar waren.  
Ergebnisse der Konstrukte zur Untersuchung des Verhaltens der mesenchymalen 
Stammzellen 
Zur Untersuchung des Verhaltens und der Stabilität der Markierung der mesenchymalen 
Stammzellen wurden zwei Konstrukte der Gruppe mit direkt reimplantierten oder expandierten 
mesenchymalen Stammzellen pro Zeitpunkt ausgewertet. Es konnten alle Konstrukte der fünf 
verschiedenen Explantationszeitpunkte (eine, zwei, vier, sechs und acht Wochen) in die 
Auswertung eingeschlossen werden. Je ein Schnitt jedes Konstruktes wurde nach Hämatoxylin-
Eosin-Färbung und Masson-Goldner-Färbung wie für die oben beschriebene Gruppe auf Anzeichen 
einer beginnenden Knochenbildung deskriptiv ausgewertet. In keinem der untersuchten 
histologischen Präparate konnte außer einzelnen Ansätzen der Knochenbildung, wie osteoklasten-
ähnliche mehrkernige Zellen in Konstrukten, die acht Wochen mit der Knochenersatzmatrix 
implantiert waren, Knochen nachgewiesen werden (Abbildung 22).  
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Abbildung 22:  Masson-Goldner-Färbung eines Konstruktes der Gruppe  
mit expandierten mesenchymalen Stammzellen und β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik nach zwei Wochen Implantationsdauer. Im Randbereich der 
Knochenersatzmatrix befinden sich keine osteoklastenähnliche Zellen oder 
Osteoblasten.  
Um das Verhalten der mesenchymalen Stammzellen bezüglich ihrer Verteilung, der Proliferation 
und Apoptose beurteilen zu können und die Stabilität der Markierung mit dem lipophilen 
Fluoreszenzfarbstoffes DiI zu evaluieren, wurde von jedem Konstrukt je ein Schnitt mit dem 
Proliferationsmarker Ki67 immunhistologisch gefärbt, dem TUNEL-Verfahren zur Detektierung 
apoptotischer Zellen unterzogen und eine Kernfärbung mit dem Kernfarbstoff DAPI durchgeführt. 
Die immunhistologische deskriptive Auswertung der Proliferation von Zellen innerhalb des 
Konstruktes ergab, dass die implantierten mesenchymalen Stammzellen nach acht Wochen vital und 
proliferationsfähig waren. 
Nach der immunhistologischen Färbung wurden zur Beschreibung alle Präparate mikroskopisch 
durchmustert und Beispielaufnahmen aller Präparate angefertigt, wie in Abbildung 23 gezeigt. In 
allen Präparaten fanden sich für den Proliferationsmarker Ki67 positive Zellen, wobei durch die 
gleichzeitige Markierung der mesenchymalen Stammzellen mit DiI zugeordnet werden konnte, ob 
es sich bei den für Ki67 positiven Zellen um mesenchymale implantierte Stammzellen handelte. Zu 
allen Entnahmezeitpunkten fanden sich sowohl Ki67 als auch DiI positive Zellen. Die Proliferation 
der mesenchymalen Stammzellen konnte noch nach achtwöchiger Implantationsdauer 
nachgewiesen werden.  
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Abbildung 23:  Ki67 Immunfluoreszenzfärbung eines Konstruktes mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und expandierten mesenchymalen 
Stammzellen. Die mesenchymalen Stammzellen (rot: DiI markierte MSC) sind teilweise 
Ki67 positiv (grün: Ki67 positive Zellen). Die Zellkerne sind mit DAPI (blau) 
gegengefärbt. 
Mit dem TUNEL-Verfahren konnten apoptotische Zellen nachgewiesen werden (keine Abbildung 
gezeigt). Ähnlich wie bei der immunhistologischen Färbung mit dem Proliferationsmarker Ki67 
färbten sich apoptotische Zellen grün an. Dadurch konnte festgestellt werden, ob es sich bei den 
apoptotische Zellen um die vorher implantierten mit DiI markierten mesenchymalen Stammzellen 
handelte. Vor allem zu den frühen Explantationszeitpunkten nach zwei und vier Wochen fanden 
sich häufig sowohl grün als auch rot fluoreszierende Zellen. Diese Zellen waren also eindeutig 
mesenchymale Stammzellen, die apoptotisch sind. Zu den späteren Zeitpunkten nach sechs und acht 
Wochen konnten nur vereinzelt apoptotische Zellen detektiert werden.  
Innerhalb dieser subkutanen Gruppe zur Untersuchung des Verhaltens der mesenchymalen 
Stammzellen konnten nach verschiedenen Entnahmezeitpunkten immer DiI markierte 
mesenchymale Stammzellen innerhalb des Konstruktes nachgewiesen werden. Die Gruppe mit 
expandierten mesenchymalen Stammzellen zeigte zu allen Entnahmezeitpunkten eine deutlichere 
Markierungsintensität der mesenchymalen Stammzellen als die der Gruppe mit direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen. Die implantierten Zellen waren innerhalb der 
gesamten Konstrukte nachweisbar und somit durch die Implantationstechnik mit Fibrinkleber 
gleichmäßig verteilt worden. Die Markierung mit dem lipophilen Farbstoff DiI war geeignet die 
Zellen auch nach acht Wochen sicher in beiden Gruppen nachweisen zu können. 
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Ergebnisse der subkutanen Konstrukte zur ektopen Knochenbildung mit mesenchymalen 
Stammzellen, der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber 
Um den Einfluss auf die ektope Knochenbildung zu untersuchen, wurden je sechs Implantate mit 
jeweils β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitikeramik, Fibrinkleber und expandierten, direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen oder direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen mit 60 µg/ml BMP-2 für zwölf Wochen implantiert. Um interindividuelle Einflüsse zu 
unterbinden, wurden drei Schafe verwendet, die jeweils zwei Konstrukte einer Gruppe implantiert 
bekamen. Alle sechs Konstrukte jeder einzelnen Gruppe konnten zur Auswertung herangezogen 
werden. Zur morphologisch deskriptiven Auswertung wurden pro Konstrukt ein histologischer 
Schnitt mit der Hämatoxylin-Eosin-Färbung und ein histologischer Schnitt mit der Masson-
Goldner-Färbung mikroskopisch beurteilt. 
Abbildung 24:  Hämatoxylin-Eosin-Übersichtsfärbung und Kollagen Typ I 
immunhistochemische Färbung (A) histologische Schnitte der Gruppe mit β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und expandierten mesenchymalen 
Stammzellen, (B) histologische Schnitte der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen, 
(C) histologische Schnitte der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und 
60µg/ml BMP-2. In allen Präparaten sind Knochenanteile auszumachen.  
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Um die neu gebildete Knochenfläche und den Anteil an Kollagen Typ I-Fasern im Präparat 
beurteilen zu können, wurde je Präparat ein repräsentativer Schnitt immunhistochemisch mit einem 
Kollagen Typ I-Antikörper gefärbt. In Abbildung 24 sind beispielhaft Aufnahmen der Hämatoxylin-
Eosin-Färbungen und der Kollagen Typ I Immunhistochemie gezeigt. Sowohl in der Hämatoxylin-
Eosin-Färbung als auch in der Masson-Goldner-Färbung waren in allen drei Gruppen im Vergleich 
zur Kontrollgruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber 
Knochenanteile zu finden. Die zum Teil geflechtknochenartigen Bereiche lagen in direktem 
Kontakt zu der Knochenersatzmatrix und waren von Kapillaren oder kleineren Blutgefäßen 
durchzogen. In einigen Präparaten waren die Knochenanteile lamellär und trabekulär angeordnet. 
Innerhalb dieses Knochengewebes lagen abgeflachte eingemauerte Zellen, die als Osteozyten 
angesprochen werden können. Neben Knochengewebe und Knochenersatzmatrix waren die 
Präparate von Bindegewebe durchzogen. Bei mehreren Präparaten aus allen Gruppen, aber von den 
gleichen Schafen stammend, fand sich zwischen den bindegewebigen und knöchernen Strukturen 
gut vaskularisiertes Fettgewebe (Abbildung 24 A).  
Zur Darstellung der Vaskularisation wurden von allen Konstrukten CD31- Immun-
fluoreszenzfärbungen angefertigt und deskriptiv mikroskopisch beurteilt. Da das entscheidende 
Areal zur Beurteilung einer suffizienten Vaskularisation eines Konstruktes in seinem Zentrum liegt, 
wurden die Schnitte für diese Färbung aus diesen Bereichen der Präparate gewählt. In allen drei 
Gruppen zeigte sich, dass die Vaskularisierung auch in zentralen Bereichen der Präparate zur 
Ausbildung eines Gefäßnetzwerkes geführt hatte.  
Abbildung 25:  CD31-Immunfluoreszenzhistologie: Darstellung von CD31-positiven 
Endothelzellen (grün), Kernfärbung mit DAPI (blau), die schwarzen Bereiche ohne 
Zellen und Endothelnachweis sind Bereiche in denen die Knochenersatzmatrix liegt (A) 
Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und expandierten 
mesenchymalen Stammzellen (B) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen 
(C) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und 60 µg/ml BMP-2 
100 µm100 µm100 µm
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In Abbildung 25 sind beispielhafte Bilder aller drei Gruppen dargestellt. Neben Bereichen, die 
schwarz erschienen, da dort die β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik liegt, waren neben 
zahlreichen Zellkernen gleichmäßig verteilt grün angefärbte Endothelzellen zu finden. Ausgehend 
von größeren Gefäßen konnten einzelne aussprossende Kapillaren nachgewiesen werden, die auch 
in die direkte Nähe der Knochenersatzmatrix zogen. Insgesamt konnten keine avaskulären Bereiche 
gefunden werden. Die gesamten Präparate waren nach zwölf Wochen gut vaskularisiert und vital.  
Um das Verhalten und die Verteilung der implantierten mesenchymalen Stammzellen beurteilen zu 
können, wurden Präparate aller Gruppen nur mit dem Kernfarbstoff DAPI gefärbt und unter dem 
Fluoreszenzmikroskop betrachtet und digitalisiert. Auch nach zwölf Wochen Implantationsdauer 
konnten in allen Präparaten die mit DiI markierten mesenchymalen Stammzellen gefunden werden. 
Nach dieser Implantationsdauer war allerdings die in der vorhergehenden Gruppe bereits 
beschriebene Tendenz noch ausgeprägter, dass sich die markierten direkt reimplantierten 
mesenchymalen Stammzellen nach dieser Zeit nicht mehr deutlich nachweisen ließen. In Abbildung 
26 sind beispielhaft Bilder dargestellt. Es konnten in allen Gruppen rot fluoreszierende vitale Zellen 
nachgewiesen werden. Insgesamt waren die markierten Zellen in allen Bereichen der Präparate zu 
finden. Eine Vielzahl der markierten Zellen befand sich im Bindegewebe zwischen den 
Knochenanteilen und der Knochenersatzmatrix. Interessanterweise konnten markierte Zellen 
nachgewiesen werden, die sich direkt an die Knochenmatrix angelagert hatten und morphologisch 
als große osteoblastenähnliche, in Reihe pallisadenartig liegende Zellen beschrieben werden 
konnten. Die Lage und Morphologie der mesenchymalen Stammzellen sprach für eine Beteiligung 
an der Knochenbildung. Ein weiteres Kriterium bei der deskriptiven Beurteilung der Verteilung der 
mesenchymalen Stammzellen war die Suche nach innerhalb von Gefäßlumina liegenden markierten 
Zellen. Da ein Abwandern der implantierten Zellen nicht ausgeschlossen werden kann, wurden in 
Zusammenhang mit der vorher beschriebenen CD31-Immunfluoreszenzfärbung die Lumina aller 
Gefäße auf rot fluoreszierende Zellen untersucht. Es konnten in keinem Schnitt innerhalb von 
Gefäßlumina liegende mesenchymale Stammzellen nachgewiesen werden (Abbildung 25).  
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Abbildung 26:  Nachweis der markierten mesenchymalen Stammzellen und deren 
Verteilungsmuster: mit DiI markierte mesenchymale Stammzellen (rot), Kernfärbung 
mit DAPI (blau), schwarze Bereiche entsprechen der β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik (A) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, 
Fibrin und expandierten mesenchymalen Stammzellen (B) Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten 
mesenchymalen Stammzellen (C) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und 
60 µg/ml BMP-2 
Um beurteilen zu können, ob nach zwölf Wochen Implantationsdauer die implantierten 
mesenchymalen Stammzellen proliferieren, wurden Schnitte aller Gruppen mit dem 
Proliferationsmarker Ki67 immunhistologisch gefärbt. In allen Gruppen konnten für Ki67 positive 
Zellen nachgewiesen werden, allerdings fanden sich nur wenige markierte mesenchymale 
Stammzellen unter diesen Zellen, wie in Abbildung 27 dargestellt ist. Insgesamt waren die 
proliferierenden Zellen in Bereichen zu finden, in denen sich nahe an der Knochenersatzmatrix auch 
die oben beschriebenen rot fluoreszierenden mesenchymalen Stammzellen befanden. Ki67 positive 
Zellen waren innerhalb von Zellansammlungen zu detektieren, die aufgrund ihrer Morphologie der 
Gruppe der osteoklastenähnlichen Zellen zugeordnet werden konnten. Die knöchernen Strukturen 
innerhalb der Konstrukte befanden sich also zwölf Wochen nach Implantation noch im Umbau. 
100 µm 200 µm 100 µm
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Abbildung 27:  Ki67-Immunfluoreszenzfärbung eines Präparates der Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und expandierten mesenchymalen 
Stammzellen zum Nachweis proliferierender Zellen. Die markierten mesenchymalen 
Stammzellen (rot) liegen in direktem Kontakt zur Knochenersatzmatrix (schwarze 
Bereiche). In den Randbereichen der Matrix sind prolifererierende Zellen (grün) 
nachzuweisen.  
100 µm
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Quantitative Auswertung der Knochenbildung anhand der histologischen Präparate 
Um eine quantitative Aussage bezüglich der neu gebildeten Knochenanteile treffen zu können, 
wurden von jedem Präparat drei Ebenen in die Auswertung einbezogen. Die Präparate wurden nach 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung digitalisiert und die 20-22 Bilder pro Schnitt zusammengesetzt. Wie in 
Abbildung 28 gezeigt, konnten so nach Erstellung der Gesamtbilder 18 Ebenen pro Gruppe 
semiautomatisch ausgewertet werden. 
 
Abbildung 28:  Digitalisierte Aufnahmen eines Schnittes der Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und expandierten mesenchymalen 
Stammzellen (A) Nach Aufnahme von je 20-22 Einzelbildern eines mit Hämatoxylin-
Eosin gefärbten Schnittes wurden diese Aufnahmen automatisch zu einem Bild 
zusammengesetzt und so für die weitere semiautomatische Auswertung verwendet.  
(B) Nach der Festlegung der von der Software als Knochen zu wertenden 
Farbabstufungen erstellt diese eine hier gezeigte Binärbildmaske, die nach manueller 
Nachbearbeitung, wie Ausschluß von Randbezirken, als Grundlage für die 
Datenermittlung dient.  
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Nachdem alle Gesamtbilder ausgewertet waren, wurden jeweils Mittelwerte der einzelnen Gruppen 
eines Schafes gebildet, so dass anhand dieser Darstellung die Abweichung einzelner Tiere beurteilt 
werden konnte und ein erster Eindruck der anteiligen Knochenbildung in µm2 der einzelnen 
Gruppen entstand (vgl. Abbildung 29). In der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und expandierten mesenchymalen Stammzellen lag die mittlere 
Knochenfläche aller Schafe zwischen 3,7 mm2 und 6,4 mm2. Die Gruppe mit β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen lag zwischen 1,9 mm2 und 3,5 mm2 und erreichte selbst mit dem Maximalwert von 
Schaf 72 nicht den Minimalwert vom gleichen Schaf aus der Gruppe mit expandierten 
mesenchymalen Stammzellen. Die Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, 
Fibrin, direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und 60 µg/ml BMP-2 erlangte im 
Vergleich der einzelnen Schafe mittlere Knochenflächen von 2,3 mm2 bis 4,0 mm2 und blieb so im 
deskriptiven Vergleich ebenfalls hinter der Gruppe mit expandierten mesenchymalen Stammzellen 
zurück.  
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Abbildung 29:  Darstellung der Knochenfläche der einzelnen Gruppen und der 
einzelnen Schafe (A) Die Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, 
Fibrin und expandierten mesenchymalen Stammzellen zeigt im direkten Vergleich der 
einzelnen Tiere im Vergleich zu (B) der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen 
und (C) der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen und BMP-2 bei allen drei Tieren im 
direkten Vergleich mehr Knochenfläche.  
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Die statistische Auswertung wurde zwischen den drei einzelnen Gruppen vorgenommen. Dabei 
wurden alle Daten einer Gruppe gemittelt, nach Korrelation mit der jeweiligen Messfläche gemittelt 
und die Standardabweichung bestimmt (Abbildung 30). Nach Überprüfung der Varianz wurde 
jeweils eine Gruppe gegen die beiden anderen Gruppen mit dem erweiterten t-Test für unabhängige 
Stichproben (Varianzanalyse) getestet. Zusätzlich wurden die Gruppen jeweils im Einzelvergleich 
mit dem t-Test geprüft. Als Signifikanzniveau wurde p= 0,01 definiert. 
Abbildung 30:  Prozentualer Anteil der Knochenfläche an der Gesamtfläche der 
Schnittpräparate im Vergleich der drei Gruppen. Der prozentuale Anteil der 
Knochenfläche der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin 
und expandierten mesenchymalen Stammzellen war sowohl gegenüber der Gruppe mit 
direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen allein und der Gruppe mit 
mesenchyamlen Stammzellen und 60 µg/ml BMP-2 signifikant (p=0,01) größer. (n= 27) 
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4.3 Ergebnisse der AV-Loop-Versuchsgruppe 
4.3.1 Operativer und postoperativer Verlauf sowie postoperative Überwachung 
Die Implantation des AV-Loops verlief bei den acht Schafen der Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen 
sowie bei der zweiten Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt 
reimplantierten Stammzellen und BMP-2 komplikationslos. Bereits am dritten postoperativen Tag 
zeigten die Tiere keine Anzeichen einer Lahmheit oder Minderbelastung der operierten 
Hintergliedmaße. Die Wundheilung verlief bei allen Tieren ungestört und zwischen dem zehnten 
und zwölften Tag nach der Implantation des AV-Loops konnten die Fäden gezogen werden.  
Bei jeweils einem Schaf beider Gruppen kam es zu einem Verschluss der Drainage am vierten 
beziehungsweise siebten postoperativen Tag. Durch die darauf folgende Serombildung wurden 
beide Tiere aus dem Versuch ausgeschlossen. Bei einem Tier aus der Gruppe mit BMP-2 wurde 
acht Wochen nach Implantation des AV-Loop eine beginnende Dislokation der Kammer 
festgestellt. Da sich am caudalen Rand der Implantationskammer bereits eine entzündliche Reaktion 
der Haut durch Reibung der Kammer zeigte, wurde dieses Tier ebenfalls ausgeschlossen. Der 
Befund ist in Abbildung 31 dargestellt.  
Abbildung 31:  Befund acht Wochen postoperativ bei einem Schaf der Gruppe  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten 
Stammzellen und BMP-2. Die Wundnaht ist komplikationslos abgeheilt, doch die 
Implantationskammer hat sich im caudodistalen Bereich von der Unterlage abgehoben. 
Die Haut über dem Kammerrand ist gerötet und ausgedünnt. Das Tier wurde aus dem 
Versuch ausgeschlossen.  
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Bei der zweimal wöchentlich durchgeführten später beschriebenen Duplex-Sonographie konnte bei 
jeweils einem Schaf jeder Gruppe einmal am sechsten und einmal am vierzehnten Tag postoperativ 
kein arterielles oder venöses Flussmuster mehr nachgewiesen werden. Die Darstellung von Vene 
und Arterie am Eingang der Implantationskammer gelang nicht. Nach Bestätigung dieses Befundes 
zwei Tage später wurden die Schafe aus dem Versuch ausgeschlossen.  
So konnten für die Auswertung sechs Tiere aus der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen und fünf Tiere aus der 
Gruppe mit Wachstumsfaktor herangezogen werden (vgl. Tabelle 9).  
 
 
Tabelle 9:  Aus der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, 
Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen konnten sechs Tiere nach zwölf 
Wochen Standzeit in die Auswertung eingeschlossen werden. Durch den Verlust 
von drei Tieren konnten in der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten Stammzellen und 60 µg/ml 
BMP-2 fünf Tiere in die Auswertung einfließen. 
 
Als postoperative Überwachung des AV-Loops wurden zweimal pro Woche mit Duplex-
Sonographie die Gefäße dargestellt und Flussmessungen durchgeführt.  
Nach der Darstellung der Arteria und Vena saphena im Querschnitt direkt am Eingang der 
Implantationskammer wurden die beiden Gefäße längs dargestellt und eine Blutflussmessung 
durchgeführt. So konnte die Durchgängigkeit der Gefäßschleife überprüft werden und eine 
Thrombose ausgeschlossen werden. In Abbildung 32 sind beispielhaft Aufnahmen der 
Ultraschalluntersuchungen und der Flussmessung dargestellt.  
   Implantation ausgeschlossen Auswertung  
MSC direkt  
reimplantiert +   
β - TCP/HA +  
Fibrinkleber  
8 Tiere   
2 Tiere 
1x Serombildung 
1x negativer Duplex-
Sonographie Befund 
6 Tiere   
MSC direkt  
reimplantiert +   
β - TCP/HA +  
Fibrinkleber +   
60 µg/ml BMP - 2  
8 Tiere   
3 Tiere 
1x Serombildung 
1x negativer Duplex-
Sonographie Befund 
1x Dislokation der 
Implantationskammer 
5 Tiere   
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Abbildung 32:  Duplex-Sonographie der A. und V. saphena zur Kontrolle auf 
Verschluss der AV-Loop-Gefäße. (A) A. und V. saphena sind im Querschnitt deutlich 
darstellbar. Das Gewebe unterhalb der Gefäße ist direkt am Kammereingang gelegen. 
Die darauf folgende Auslöschung ist durch den Deckel der Kammer zu erklären. Im 
rechten oberen Bildausschnitt sieht man den Rand des Kammerbodens (Pfeil). (B) Mit 
Kippen des Schallkopfes kann man die Gefäße in ihrem Verlauf in die Kammer 
verfolgen. Das sich im Kammereingang befindende Gewebe deutet die Grenze zum 
Deckelrand an. (C) Im Längsschnitt ist eines der beiden Gefäße zu verfolgen, das über 
den Kammerboden in Richtung Kammereingang (Pfeil) zieht. (D) Nach Aufsuchen der 
A. saphena und Darstellung in der Längsachse wird eine Flussmessung durchgeführt.  
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4.3.2 Ergebnisse der intravitalen Bildgebung und der Mikro-CT-Untersuchung 
der Konstrukte 
Intravitale Magnetresonanztomographie 
Bei allen fünf Schafen aus der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, 
direkt reimplantierten Stammzellen und BMP-2 wurden nach vier, acht und zwölf Wochen 
Magnetresonanztomographien mit Kontrastmittel durchgeführt. Es kam zu keinen Komplikationen, 
das Kontrastmittel zeigte keine Nebenwirkungen.  
Die gewonnenen Datensätze wurden deskriptiv mit dem Softwareprogramm Amira® (Visage 
Imaging GmbH, Berlin, Deutschland) ausgewertet. Durch die Möglichkeit, mit diesem Programm 
orthograde ein- oder zweidimensionale Schnittebenen aus dem dreidimensionalen Datensatz 
erzeugen zu können, war es möglich beliebige Ebenen einzeln oder in Summation zu betrachten. 
Die eindimensionale Darstellung von sagittal zur Loopachse stehenden Ebenen ermöglichte die 
Darstellung des Zuwachses des Gefäßbaumes innerhalb der Implantationskammer.  
Bei allen fünf Tieren konnte im Sagittalschnitt die Gefäßachse nach vierwöchiger 
Implantationsdauer als hyperintens und damit kontrastmittelgefüllt dargestellt werden (Abbildung 
33). Das Aussprossen von Gefäßen aus dem AV-Loop hatte zu diesem Zeitpunkt in 
unterschiedlicher Ausprägung stattgefunden, wobei bei keinem Tier eine Verbindung im Zentrum 
dieser Gefäße stattgefunden hatte. Nach acht Wochen konnte festgestellt werden, dass vor allem aus 
den Bereichen der Loopgefäße, die im proximalen Bereich der Kammer lagen, vermehrt neue 
Gefäße gebildet worden waren. Nach zwölf Wochen war der gesamte Inhalt der Implantations-
kammer von einem mit Kontrastmittel gefüllten Gefäßbaum ausgefüllt. 
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Abbildung 33:  Orthograde Schnittbilder des T1 gewichteten 3D-MRT-Datensatzes 
mit Kontrastmittel (A) vier Wochen Implantationsdauer: Die Implantationskammer 
setzt sich deutlich von der Umgebung ab (Pfeil). Der Kammerinhalt erscheint 
hypointens und die mit Kontrastmittel gefüllte Gefäßachse des AV-Loops ist deutlich 
hyperintens abzugrenzen. (B) acht Wochen Implantationsdauer: Innerhalb der 
Implantationskammer sind im Vergleich zur Darstellung nach vier Wochen deutlich 
mehr hyperintense kontrastmittelgefüllte Gefäße zu erkennen. Vor allem im 
Eintrittsbereich der Gefäße in die Kammer haben sich fast bis zur Mitte der Kammer 
hin Gefäße ausgebildet (Pfeil). (C) zwölf Wochen Implantationsdauer: Die gesamte 
Implantationskammer ist von einem hyperintens erscheinenden kontrastmittel gefüllten 
Gefäßnetzwerk durchwachsen. Die Gefäße haben im Zentrum der Kammer Anschluss 
aneinander gefunden (Pfeil). 
Um eine Quantifizierung dieser Beobachtung zu ermöglichen, wurden ebenfalls mit Hilfe der 
Software Maximum Intensity Projections (MIP) angefertigt, die es ermöglichen, den gesamten 
Stapel aller Bildschichten aus verschiedenen Ebenen zu betrachten, wobei nur die hellsten 
Bildpunkte von der Software berücksichtigt werden, die den kontrastmittelgefüllten Gefäßlumina 
entsprechen. Diese MIP dienen dann der Quantifizierung des Perfusionsvolumens und der 
Berechnung der Oberfläche des Gefäßbaumens.  
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Abbildung 34:  Maximum Intensity Projections zur Veranschaulichung des 
Perfusionsvolumens von drei exemplarischen Tieren (S88/S72/S91) zu allen 
Zeitpunkten. Die nach vier Wochen noch deutlich zu erkennende Gefäßachse der AV-
Loopgefäße ist nach acht Wochen nur zu erahnen. Von den Loopgefäße ausgehend hat 
sich ein Gefäßbaum gebildet, der nach zwölf Wochen einen Großteil des 
Kammerinhaltes durchzieht. 
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Der schon in den orthograden Schnittbildern gewonnene Eindruck, dass das Gefäßvolumen im 
Zeitverlauf zunimmt, ist in der MIP deutlich reproduzierbar. In Abbildung 34 sind exemplarisch 
von drei Tieren die Maximum Intensity Projections aller Zeitpunkte gezeigt. 
Für die quantitative Auswertung wurden mit Hilfe von der im Methodenteil beschriebenen 
Datenaufarbeitung zuerst die Perfusionsvolumina der einzelnen Schafe und Zeitpunkte berechnet. 
Diese Werte sind in Tabelle 10 zusammen mit den jeweiligen Mittelwerten aller Schafe und der 
Standardabweichung gezeigt. Abbildung 35 veranschaulicht den Verlauf der Perfusionsvolumina 
der einzelnen Schafe. Anhand dieser Volumina zeigte sich eine ansteigende Tendenz des 
Perfusionsvolumens im Zeitverlauf. Bei zwei Tieren (S72 und S91) sank das perfundierte Volumen 
zwischen der achten und der zwölften Wochen deutlich ab, wobei sich bei S91 zwischen der ersten 
Messung nach vier Wochen und dem zweiten Messtermin nach acht Wochen das 
Perfusionsvolumen mehr als verdoppelt hatte. Die zur Berechnung verwendeten Projektionen von 
S72 (siehe Abbildung 34) ließen diese Werte nicht erwarten. Neben der Quantifizierung des 
perfundierten Volumens wurde mit Hilfe der Maximum Intensitiy Projections auch die 
Gesamtoberfläche der perfundierten Gefäße berechnet (Tabelle 11). Die Steigerung der 
Gesamtoberfläche entwickelte sich ähnlich wie die des Perfusionsvolumens, wie Abbildung 36 zu 
entnehmen ist. Allerdings war auffällig, dass bei S91 der Rückgang der Oberfläche zwischen der 
achten und zwölften Woche nicht so deutlich ausfiel wie es beim perfundierten Volumen der Fall 
war.
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Tabelle 10:  Perfusionsvolumina der einzelnen AV-Loop-Konstrukte der Schafe zu 
allen Messzeitpunkten mit Bildung der Mittelwerte aller Tiere und der 
Standardabweichung 
 
 
Abbildung 35:  Verlauf des Perfusionsvolumens als graphische Darstellung. Bis auf 
S72 sind die Perfusionsvolumina bei allen Tieren nach zwölf Wochen deutlich 
angestiegen. 
 4 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 
S72 3140,13 mm3 3215,26 mm3 1739,16 mm3 
S83 131,429 mm3 1502,99 mm3 2469,83 mm3 
S86 919,839 mm3 2136,53 mm3 2851,17 mm3 
S88 445,973 mm3 2323,19 mm3 3271,19 mm3 
S91 1234,001 mm3 3669,29 mm3 1956,83 mm3 
Mittelwert 1174,2742 mm3 2569,452 mm3 2457,636 mm3 
Standardabweichung 1178,01127 867,7729 629,265887 
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Tabelle 11:  Berechnete Oberflächen der einzelnen Schafe zu allen Messzeitpunkten 
mit Bildung der Mittelwerte aller Tiere und der Standardabweichung 
 
 
Abbildung 36:  Verlauf der berechneten Oberflächen als graphische Darstellung. 
Ebenso wie bei der Berechnung der Perfusionsvolumina sinkt bei S72 die 
Gesamtoberfläche zwischen der achten und der zwölften Woche. Bei S91 ist im 
Vergleich zum Perfusionsvolumen die Gesamtoberfläche des Gefäßbaumes in der 
zwölften Woche nicht deutlich zurückgegangen.  
 4 Wochen 8 Wochen 12 Wochen 
S72 3924,05 mm
2 5200,10 mm2 3241,72 mm2 
S83 339,13 mm
2 2924,53 mm2 4229,85 mm2 
S86 1081,32 mm
2 3103,44 mm2 3986,91 mm2 
S88 657,07 mm
2 3495,50 mm2 4162,68 mm2 
S91 1543,00 mm
2 4933,99 mm2 4896,54 mm2 
Mittelwert 1508,91 mm
2 3931,51 mm2 4103,54 mm2 
Standardabweichung 1423,98 1061,14 592,59 
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Um zu überprüfen, wann ein signifikanter Anstieg der Perfusionsvolumina und der 
Gesamtoberflächen stattgefunden hatte, wurden nach Bildung von Mittelwerten gepaarte t-Tests 
zwischen den einzelnen Messzeitpunkten durchgeführt. Die entsprechenden p-Werte sind in 
Tabelle 12 aufgezeigt. Das Perfusionsvolumen stieg damit zwischen der vierten und achten Woche 
signifikant an (p = 0,024), die Gesamtoberfläche stieg zwischen ersten beiden Messzeitpunkten 
hochsignifikant (p = 0,003) an, zwischen dem ersten Messzeitpunkt und der Messung nach zwölf 
Wochen war ebenfalls ein signifikanter Anstieg (p = 0,035) zu erkennen. Abbildung 37 zeigt diese 
Ergebnisse anhand der Balkendiagramme. 
Abbildung 37:  Darstellung der mittleren Perfusionsvolumen und Oberflächen (A) 
Zwischen der vierten und der achten Woche steigt das mittlere Perusionsvolumen 
signifikant an (p = 0,024). (B) Zwischen der vierten und der achten Woche steigt die 
Gesamtoberfläche des perfundierten Gefäßbaumes hochsignifikant an (p = 0,003). 
Zwischen der vierten Woche und dem letzten Messpunkt nach zwölf Wochen ist ein 
signifikanter Anstieg zu erfassen (p = 0,036). [signifikant: p < 0,05; 
hochsignifikant: p < 0,01]  
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Tabelle 12: Ein p-Wert < 0,05 gilt als signifikant, p-Werte < 0,01 gelten als 
hochsignifikant. 
Mikrocomputertomographische Untersuchung der Konstrukte 
Nach Explantation und Perfusion mit dem CT-Kontrastmittel Microfil® wurden von allen fünf 
Konstrukten aus der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt 
reimplantierten Stammzellen und BMP-2 und von drei Konstrukten aus der Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen 
Mikrocomputertomographien angefertigt (Abbildung 38). Durch dieses hochsensible 
Bildgebungsverfahren können kleinste Gefäße dargestellt und nach Bearbeitung die gewonnenen 
Daten sowohl visuell als berechnete Modelle dargestellt werden als auch einzelne Aspekte der 
Fragestellung bearbeitet werden.  
Nach der Messung wurde aus den Daten eine Maximum Intensity Projection der mit Kontrastmittel 
gefüllten Gefäße berechnet und ausgehend von diesen Projektionen mit mathematischen Operatoren 
graphische Projektionen erstellt. 
p<0,05 signifikant 4 Wochen - 8 Wochen 4 Wochen - 12 Wochen 8 Wochen - 12 Wochen
Perfusionsvolumen p=0,024 p=0,165 p=0,863 
Oberfläche p=0,003 p=0,036 p=0,780 
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Abbildung 38:  Mikrocomputertomographie eines AV-Loop-Konstruktes nach 
Perfusion des Gefäßnetzwerkes mit CT-Kontrastmittel: (A) Nativaufnahme (B) 
Maximum Intensity Projection des Konstruktes: Der dreidimensionale Datensatz 
ermöglicht die Darstellung in einer sogenannten bonding box, die dreidimensionale frei 
drehbare Projektionen der rekonstruierten Maximum Intensity Projection ermöglicht. 
Durch die Volumenvisualisierung mittels Isosurface-Extraktion kann aus dem Datensatz der von 
Kontrastmittel perfundierte Gefäßbaum dargestellt und für weitere Datenverarbeitung nutzbar 
gemacht werden. Zur Visualiserung der unterschiedlichen Durchmesser der gebildeten Gefäße ist es 
damit möglich, farbcodierte Isosurface-Extraktionen zu berechnen und einen Eindruck der 
Verteilung von verschieden großen Gefäßen innerhalb des Loop-Konstruktes zu beschreiben. Mit 
der Darstellung der Isosurface-Extraktionen konnten die Konstrukte deskriptiv ausgewertet werden. 
Bei allen Konstrukten war die Gefäßachse des implantierten AV-Loops zu erkennen. Die aus dem 
AV-Loop ausgesprossten Gefäße waren unterschiedlich verteilt. In mehreren Konstrukten 
(Abbildung 39: S90/S72) waren die Gefäße in der Mehrzahl nur von einer Seite des AV-Loops 
ausgewachsen. Durch die Standardisierung der Lage während der CT-Messung konnte festgestellt 
werden, ob es sich um die arteielle oder venöse Seite des Loops handelte. In allen Fällen waren die 
Gefäße von der venösen Seite ausgewachsen. Andere Isosurface-Extraktionen zeigten ein 
gleichmäßiges über beide Gefäßachsen verteiltes Muster der Aussprossung (Abbildung 39: S80). 
Durch die Farbcodierung wurden Gefäße nach ihrer Durchmesserhierarchie visualisiert. Auf der 
Farbscala wurden die von den größten Durchmessern beginnend Farbstufen von gelb über rot bis 
blau zugeteilt. Hier zeigte sich eine deutliche Diskrepanz der Durchmesser der AV-Loopgefäße 
(Abbildung 39).  
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Abbildung 39:  Isosurface-Extraktionen und farbcodierte Isosurface-Extraktionen zur 
Visualisierung unterschiedlicher Gefäßhierarchien: S91 und S72 sind aus der Gruppe 
mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten 
Stammzellen und BMP-2. S80 und S90 sind aus der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen.  
Anhand der erstellten Extraktionen wurden bestimmte Werte berechnet, die die Gefäßentwicklung 
innerhalb des AV-Loopkonstruktes weiter beschreiben. So wurde nach der Bestimmung der 
Gefäßanzahl, der Bestimmung der Aufzweigungen, der Gesamtlänge des Gefäßnetzwerkes, der 
mittleren Dicke der Gefäße auch die maximale Dicke der Gefäße für jedes Konstrukt berechnet. 
Nach Auswertung der berechneten Daten zeigte sich, dass sich in keinem Fall die beiden Gruppen 
signifikant unterschieden. Innerhalb beider Gruppen war zu erkennen, dass die Konstrukte mit 
einem Gefäßnetzwerk durchzogen waren, das eine mittlere Länge von 1.592,2 mm in der Gruppe 
mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen 
und BMP-2 und von 1.631,4 mm in der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, 
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Fibrin, direkt reimplantierten Stammzellen und BMP-2 erreichte (Abbildung 40B). Wie in 
Abbildung 41 dargestellt lag die Anzahl der Gefäße mit kleinerem Durchmesser in der Gruppe mit 
Wachstumsfaktoren bis zu einer Dicke von 0,35 mm über der Anzahl der Gruppe ohne BMP-2. 
Abbildung 40:  Darstellung der Daten aus der Auswertung der Micro-CT-Messungen 
(A) Im Vergleich der mittleren Gefäßanzahl und Abzweigungen innerhalb des 
Gefäßbaumes zeigen sich die beiden Gruppen (β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten Stammzellen und BMP-2/β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten 
Stammzellen) einheitlich. (B) Innerhalb beider Gruppen liegt die mittlere Länge des 
Gefäßnetzwerkes (als Addition aller verzweigten Gefäßen) über 1.500 mm. (C) Die 
maximale mittlere Dicke der Gefäße liegt um den Bereich eines Millimeters.  
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Abbildung 41:  Histogramm der mittleren Gefäßdurchmesser Die Gruppe mit 
mesenchymalen Stammzellen und 60µg/ml BMP-2 hat deutlich mehr Gefäße mit 
kleinerem Durchmesser ausgebildelt, als die Gruppe mit mesenchymalen Stammzellen. 
Anhand der Auswertung der Bildgebungsdaten konnte gezeigt werden, dass die Konstrukte 
vollständig vaskularisiert waren. Innerhalb der Implantationskammer hatte sich nach zwölf Wochen 
in beiden Gruppen ein dichtes Gefäßnetzwerk ausgebildet. Die AV-Loopgefäße konnten in allen 
Fällen sowohl makroskopisch nach der Explantation als auch mit Hilfe des Mikro-CTs 
nachgewiesen werden. 
4.3.3 Ergebnisse der histologischen Auswertung 
Ergebnisse der histologischen Standardfärbungen und immunhistologischen Untersuchungen 
Die histologische Auswertung erfolgte an Paraffinschnitten, die von jedem Konstrukt nach 
Entkalkung und computertomographischer Untersuchung angefertigt wurden. Zur deskriptiven 
Auswertung der Knochenbildung wurden Hämatoxylin-Eosin- und Masson-Goldner-Färbungen 
angefertigt. Zum immunhistochemischen Nachweis von Kollagen Typ I wurden ebenfalls 
Färbungen angefertigt und deskriptiv ausgewertet. In allen AV-Loopkonstrukten konnten 
verschiedene Stadien der Knochenbildung nachgewiesen werden.  
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Abbildung 42:  Standardfärbungen der AV-Loopkonstrukte (A) Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten 
Stammzellen (B) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, 
direkt reimplantierte Stammzellen und BMP-2. In der Hämatoxylin-Eosin-Färbung sind 
in beiden Gruppen deulich Bereiche zu erkennen, in denen sich in Kontakt zu der 
Knochenersatzmatrix Knochengewebe gebildet hat. Die Masson-Goldner-Färbung zeigt 
ebenfalls verschiedene Stadien der Knochenbildung. Direkt an der Knochenersatzmatrix 
beginnen Osteoblasten Osteoid abzuscheiden (A), geflechtknochenartige Bereiche 
durchziehen das gesamte Konstrukt (B). Die schwarze Füllung größerer Gefäße beruht 
auf der Perfusion mit dem lichtundurchlässigen CT-Kontrastmittel. Die 
immunhistochemische Färbung mit Kollagen Typ I-Antikörper zeigt, dass sich der neu 
gebildete Knochen immer am Rand oder innerhalb der Knochenersatzmatrix befindet. 
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In Abbildung 42 sind Beispielbilder der Standardfärbungen zu sehen. Die mit CT-Kontrastmittel 
gefüllten Gefäße erschienen schwarz, da das Kontrastmittel nicht lichtdurchlässig ist. Ausgehend 
von der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik begannen Osteoblasten Osteoid 
abzuscheiden (Abb.42(A) Masson-Goldner-Färbung). Außer diesen dünnen Knochensäumen 
fanden sich in allen Präparaten deutlich größere Knochenanteile. Der neu gebildete Knochen 
durchzog die Konstrukte geflechtknochenartig und war in einigen Bereichen lamellenartig 
angeordnet. Innerhalb dieser Bereiche befanden sich Bindegewebe und kleinere Gefäße 
(Abb.42 (A) HE-Färbung). Mit der immunhistochemischen Färbung gegen Kollagen Typ I konnten 
die Knochenanteile vor allem in der Übersicht deutlich von rein bindegewebigen Bereichen 
abgegrenzt werden. Da sich durch die Hämalaungegenfärbung das Knochenersatzmatreial bläulich 
einfärbt, wurde in dieser Färbung besonders deutlich, dass sich neu gebildeter Knochen in direktem 
Kontakt zu der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik anlagerte. Das Bindegewebe, das die 
Räume zwischen Knochenanteilen, Gefäßen und Knochenersatzmatrix ausfüllt, zeigte keine 
Zellansammlungen, die auf eine Fremdkörperreaktion hinweisen könnten.  
Um nachverfolgen zu können, wo sich die markierten implantierten mesenchymalen Stammzellen 
innerhalb der AV-Loopkonstrukte befanden, wurden von jedem Konstrukt Schnitte verschiedener 
Ebenen mit dem Fluoreszenzkernfarbstoff DAPI gefärbt. Durch diese Kernfärbung war es möglich, 
die mit DiI markierten implantierten Zellen zu detektieren. In Abbildung 43 sind Aufnahmen der 
mit DAPI gefärbten Präparate und der Ki67-Immunfluoreszenzfärbung gezeigt. Die Markierung der 
mesenchymalen Stammzellen war auch nach zwölf Wochen Implantationsdauer im  
AV-Loopkonstrukt noch nachweisbar. Die mesenchymalen Stammzellen befanden sich in allen 
Bereichen der Konstrukte und konnten sowohl im Bindegewebe zwischen der Knochenersatzmatrix 
als auch in Randbereichen dieser nachgewiesen werden. Die Immunfluoreszenzfärbung gegen den 
Proliferationsmarker Ki67 zeigte vor allem dort in Proliferation befindliche Zellen, wo am Rand der 
Knochenersatzmatrix osteoklasten- und osteoblastenähnliche Zellen zu finden waren. Insgesamt 
konnten gleichmäßig überall innerhalb der Präparate proliferierende Zellen nachgewiesen werden, 
die für einen steten Umbau und hohe Zellaktivitäten der AV-Loopkonstrukte sprechen. 
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Abbildung 43:  Beurteilung der Verteilung der mesenchymalen Stammzellen und 
immunhistologische Untersuchung zum Nachweis von proliferierenden Zellen (A) 
Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt 
reimplantierten Stammzellen (B) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierte Stammzellen und BMP-2. Durch 
die Färbung der Kerne mit DAPI (blau) sind die implantierten mesenchymalen 
Stammzellen, die mit DiI markiert sind (rot), bezüglich ihrer Verteilung innerhalb des 
Konstruktes zu beurteilen. Die markierten mesenchymalen Stammzellen liegen sowohl 
im Bindegewebe zwischen dem Knochenersatzmaterial als auch in Randbereichen der 
Knochenersatzmatrix, wo morphologisch in den Standardfärbungen Knochengewebe 
nachgewiesen worden war. Die immunhistologische Färbung mit dem Antikörper Ki67 
zeigt, dass in Bereichen an und innerhalb der Knochenersatzmatrix, wo sich auch DiI-
markierte mesenchymale Stammzellen befinden, die hauptsächlich aktiven Bereiche im 
Sinne proliferierender Zellen liegen. 
Zur Darstellung der Vaskularisation wurden immunhistologische Färbungen aller Konstrukte 
angefertigt. Als Antikörper wurden Antikörper gegen das CD31- und vWF-Antigen verwendet, um 
die Endothelzellen anzufärben. Durch die Gefäßfärbung mit CD31 als Immunfluoreszenzfärbung 
konnten gleichzeitig bei der deskriptiven Auswertung die mesenchymalen Stammzellen detektiert 
werden. Die immunhistochemische Färbung mit Verwendung des vWF- Antikörpers zeigte deutlich 
alle angefärbten Gefäße. Da sich das CT-Kontrastmittel im Durchlicht schwarz darstellt, konnte 
zudem überprüft werden, inwiefern alle Gefäße mit dem Kontrastmittel perfundiert waren. Die 
Darstellung der Gefäße gelang mit beiden verwendeten Antikörpern (Abbildung 44).  
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Die immunhistochemisch gefärbten Präparate gegen das van Willebrandfaktor-Antigen zeigten, 
dass alle Konstrukte bis in die Randgebiete, die am weitesten von den AV-Loopgefäßen entfernt 
waren, von Gefäßen durchzogen waren. Nicht alle Gefäße, die mit dieser Färbung markiert wurden, 
waren auch mit dem CT-Kontrastmittel perfundiert. Die Auswertung der Computertomographien 
zeigte also nicht alle neu gebildeten Gefäße. Die Immunfluoreszenzfärbung mit dem Antikörper 
gegen das CD31-Antigen erlaubte eine Beurteilung der Verteilung der Gefäße und eine 
gleichzeitige Detektion der mit DiI markierten implantierten mesenchymalen Stammzellen. In 
keinem Konstrukt konnten rot fluoreszierende Zellen innerhalb von Gefäßlumina gefunden werden. 
Die Gefäße, die zwischen den Knochenanteilen und der Knochenersatzmatrix lagen, erschienen 
größer als die in den Randbereichen der AV-Loopkonstrukte.  
Abbildung 44:  Immunhistologische Färbungen zur Gefäßdarstellung (A) Gruppe mit 
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten 
Stammzellen (B) Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, 
direkt reimplantierte Stammzellen und BMP-2. Die immunhistochemische Färbung mit 
vWF-Antikörper zeigt, dass die Konstrukte beider Gruppen bis in die Randbereiche 
vaskularisiert sind. Auffallend ist, dass viele der für van Willebrandfaktor positiven 
Gefäße (braun) nicht mit dem schwarz erscheinendem CT-Kontrastmittel perfundiert 
sind. Die Immunfluoreszenzhistologie gegen das CD31-Antigen zeigt, dass die Bereiche 
zwischen der Knochenersatzmatrix gleichmäßig von Gefäßen (grün) durchzogen sind. 
In diesen Bereichen und in der Nähe der AV-Loopgefäße finden sich größere Gefäße. 
Die Kerne sind mit DAPI (blau) gefärbt. 
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Quantitative und statistische Auswertung der Knochenbildung  
Zur Bestimmung der gebildeten Knochenfläche wurden von jedem Konstrukt sechs Ebenen zur 
Auswertung herangezogen. Die Auswertung erfolgte nach Zusammensetzung der einzelnen 
Teilbilder anhand der einzelnen Ebenen, die dann für die Auswertung für jedes Konstrukt 
zusammengefasst wurden. Die Darstellung der absoluten Knochenflächen je Konstrukt ist in 
Abbildung 45 dargestellt. Es zeigt sich, dass die Gruppe ohne Wachstumsfaktor im direkten 
Vergleich die in der Gruppe mit BMP-2 neu gebildeten Knochenflächen nicht erreicht. Die Werte 
der einzelnen Tiere sind in Tabelle 13 aufgezeigt. Auffällig ist, dass zwar bei vier Tieren aus der 
Gruppe ohne Wachstumsfaktor die Knochenfläche größer ist als bei dem Tier mit dem geringsten 
Knochenanteil der Gruppe mit BMP-2, allerdings erreichen die Werte der anderen Tiere die Werte 
der Gruppe mit BMP-2 nicht annähernd. 
Abbildung 45:  Summation der Knochenflächen der einzelnen Konstrukte. Die 
Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt 
reimplantierten Stammzellen scheint im Vergleich zu der Gruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierte 
Stammzellen und BMP-2 deutlich weniger Knochenanteile gebildet zu haben.  
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Tabelle 13:  Absolute Knochenfläche der einzelnen Tiere beider Gruppen. Die 
Auswertung zeigt, dass in der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin und direkt reimplantierten Stammzellen die 
Maximalwerte unter den höchsten Werten der Gruppe mit Wachstumsfaktor 
zurückbleiben. 
Die statistische Auswertung erfolgte nach Überprüfung der gewichteten Varianz innerhalb der 
Gruppen mit den aus den beiden Gruppen gebildeten Mittelwerten. Bei einem p-Wert< 0,025 wurde 
mit Hilfe eines t-Test zur Untersuchung von unabhängigen Stichproben signifikant mehr 
Knochenfläche in der Gruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt 
reimplantierte Stammzellen und BMP-2 nachgewiesen. Zur Berechnung wurden die auf die 
jeweilige Gesamtmessfläche bezogenen Anteile an Knochen verwendet, um ein Fehlschlagen des 
Tests aufgrund unterschiedlich großer Präparate auszuschließen. Die entsprechenden Werte sind in 
Tabelle 14 dargestellt. Der Gesamtanteil an Knochen in allen Gruppen war im Vergleich zu den in 
den oben beschriebenen Versuchen geringer, allerdings zeigte sich im Gegensatz zu diesen Gruppen 
ein signifikanter Unterschied bei der Verwendung von BMP-2 (Abbildung 46). 
 Tier Knochenfläche (mm2) 
S76 1.629,108 
S78 14.787,288 
S79 13.584,2547 
S80 12.490,8723 
S90 34.239,4641 
MSC direkt reimplantiert + 
β-TCP/HA +  
Fibrinkleber 
S84 8.612,3421 
S72 60.082,756 
S83 12.096,1269 
S86 41.322,951 
S88 125.726,4099 
MSC direkt reimplantiert + 
β-TCP/HA +  
Fibrinkleber +  
60 µg/ml BMP-2 
S91 116.534,4813 
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Abbildung 46:  Vergleich der zur Gesamtfläche der Präparate korrellierten 
Knochenflächenmittelwerte beider Gruppen. In der Gruppe β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierte Stammzellen und BMP-2 hat sich 
im Vergleich zu der Gruppe ohne Wachstumsfaktor signifikant mehr Knochen gebildet. 
(n=11), [p<0,025] 
 
Tabelle 14:  Werte zur statistischen Auswertung der AV-Loopkonstrukte. Die 
Werte der zu der jeweiligen Präparatgröße korrelierten Knochenflächen in Prozent 
unterscheiden sich deutlich bei den Gruppen mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, Fibrin, direkt reimplantierten Stammzellen und BMP-2 und 
der Gruppe ohne Wachstumsfaktor. 
Vergleich der korr. Knochenflächen
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 zur Präparatgruppe korrellierte Knochenfläche Standardabweichung 
MSC+BMP-2 
S72 0,0012885 0,0008989 
S83 0,0002662 0,0002101 
S86 0,0008978 0,0008835 
S88 0,0030909 0,0020218 
S91 0,0025713 0,0013062 
Mittelwert 0,0016230  
Standardabweichung 0,001176066  
Gewichtete Varianz 0,0000013831  
MSC 
S76 0,000043 0,0000364 
S78 0,000375 0,0002104 
S79 0,000380 0,0002463 
S80 0,000308 0,0002390 
S84 0,000173 0,0000957 
Mittelwert 0,000343  
Standardabweichung 0,000251178  
Gewichtete Varianz 0,00000006309  
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5 Diskussion 
Um das Potential zur Knochenbildung bei Verwendung einer β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik mit und ohne Zugabe des Wachstumsfaktor bone morphogenetic protein 2 
(BMP-2) und von ovinen mesenchymalen Stammzellen sowohl als direkt reimplantierte oder als 
vorher expandierte Zellquelle zu untersuchen, wurden im ersten Teil dieser Studie die 
mesenchymalen Stammzellen des Schafes isoliert und charakterisiert. Die für die Induktion der 
Knochenbildung nötige Konzentration von BMP-2 in Kombination mit der Knochenersatzmatrix im 
Schaf wurde durch subkutane Implantation mit Fibrinkleber evaluiert. Nach Untersuchung des 
Verhaltens der mesenchymalen Stammzellen im subkutanen Modell wurde das Potential zur 
ektopen Knochenbildung der direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen alleine oder in 
Kombination mit 60 µg/ml BMP-2 und der expandierten mesenchymalen Stammzellen jeweils mit 
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und mit Fibrinkleber untersucht.  
Zur Generierung axial vaskularisierten Knochengewebes wurde das bereits etablierte 
AV-Loop-Modell der Ratte auf das Schaf übertragen und das Potential von direkt reimplantierten 
mesenchymalen Stammzellen mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik alleine und unter 
Zugabe von 60 µg/ml BMP-2 untersucht. Neben der Analyse der Vaskularisierung dieser 
Konstrukte durch immunhistologische und bildgebende Methoden wurde die Knochenbildung 
anhand histologischer Präparate quantifiziert.  
5.1 Verwendung und Charakterisierung der mesenchymalen Stammzellen  
In dieser Studie wurden ovine mesenchymale Stammzellen als Zellquelle zusammen mit einer 
Knocheneratzmatrix für die Generierung von Neoknochengewebe verwendet. Unter den im 
Knochen Tissue Engineering verwendeten Zellen, wo neben den mesenchymalen Stammzellen auch 
periostale Zellen, Osteoblasten und embryonalen Stammzellen Anwendung finden, sind 
mesenchymale Stammzellen aufgrund ihres Vorkommens in verschiedenen Geweben wie Fett- oder 
Muskelgewebe, dem peripheren Blut und dem Knochenmark eine leicht zu isolierende und 
expandierende Zellpopulation (LEE et al. 2009). Die Gewinnung der Zellen aus Knochen-
markaspirat und die Kultivierung dieser Zellen sind etabliert und so im Gegensatz zur Isolation von 
zum Beispiel Osteoblasten, die beim Schaf aus Knochenbiopsien oder Knochenspänen isoliert 
werden, deutlich noninvasiver durchzuführen (SCHMITT et al. 2008, TORRICELLI et al. 2000).  
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Humane mesenchymale Stammzellen, die aus Knochenmark isoliert worden sind, sind in klinischen 
Fallstudien bereits verwendet worden (HERNIGOU et al. 2005, QUARTO et al. 2001) und 
aufgrund ihrer Multipotenz und ihrer Fähigkeit zur assymmetrischen Zellteilung ist die 
Verwendung von mesenchymalen Stammzellen nicht nur im Knochen Tissue Engineering, sondern 
auch in Forschungsansätzen zur Generierung von zum Beispiel Knorpelgewebe oder Hautersatz 
häufig (FAN et al. 2006, GRANDE et al. 2003, SATOH et al. 2004). Neuere Studien postulieren 
außerdem immunsupressive Eigenschaften der mesenchymalen Stammzellen und machen sie so für 
die Erforschung von Therapien von sogenannten Graft vs. Host-Erkrankungen interessant (COHEN 
und SUDRES 2009). Im Vergleich zu embryonalen Stammzellen liegen bei der Verwendung 
adulter mesenchymaler Stammzellen keine ethischen Bedenken vor. Die inzwischen ausführlich 
untersuchten Risiken, sowohl bei der Gewinnung der Zellen als auch Langzeitstudien zum 
Verhalten reimplantierter mesenchymaler Stammzellen zeigen, dass diese Zellen für Forschungs-
ansätze und klinische Anwendung geeignet sind (CAPLAN und BRUDER 2001, SENSEBE et al. 
2010). Seit der Mitte dieses Jahrzehntes wurde die Charakterisierung oviner Stammzellen 
vorgenommen, da das Schaf als Versuchstier für Studien im Bereich des Knochen Tissue 
Engineerings ein geeignetes Großtiermodell darstellt (HORNER et al. 2010).  
Die in dieser Studie verwendeten mesenchymalen Stammzellen zeigten nach Isolation durch 
Dichtezentrifugation mit dem Ficollgradienten und folgender Expansion die Expression der für 
ovine mesenchymale Stammzellen beschriebenen Marker CD44, CD29 und CD166 und waren 
negativ für hämatopoetischen Marker CD31 und CD45 sowohl auf Protein- als auch auf RNA-
Ebene. Die in Kultur expandierten Zellen zeigten neben ihrer Plastikadhärenz morphologisch das 
typisch fibroblastenähnliche Aussehen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde auf eine Differenzierung 
der mesenchymalen Stammzellen verzichtet, da andere Gruppen diese ausführlich beschrieben 
haben (MC CARTY et al. 2009, MRUGALA et al. 2008, REICHERT et al., RENTSCH et al., 
SALES et al. 2007). 
Mesenchymale Stammzellen sind im Knochen Tissue Engineering vor allem nach vorheriger 
Expansion zum Einsatz gekommen. Um direkt verwendete mesenchymale Stammzellen zu 
charakterisieren, wurde nach Isolation durch Dichtezentrifugation die Expression der für 
expandierte ovine Stammzellen nachgewiesenen Marker untersucht. Die nicht durch vorherige 
Expansion und damit auch Plastikadhärenz weiter isolierten Zellen zeigten ein anderes Markerprofil 
als die expandierten mesenchymalen Stammzellen. Zwar exprimierten die frisch isolierten Zellen 
die Stammzellmarker CD166 und CD29, die Expression von CD44 war aber im Vergleich zu den 
expandierten mesenchymalen Stammzellen sehr schwach.  
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Zudem konnten sowohl mit Hilfe der FACS-Analyse auf Proteinebene, als auch mit der rtPCR auf 
RNA-Ebene nachgewiesen werden, dass von der Zellpopulation CD45 exprimiert wird. Für den 
zweiten untersuchten hämatopoetischen Marker CD31 waren die Zellen negativ. Möglicherweise 
beruht dieser hohe Anteil an CD45-positiven Zellen auf der Tatsache, dass allein durch die 
Dichtezentrifugation nicht alle hämatopoetischen Zellen entfernt werden und die für mesenchymale 
Stammzellen beschriebene Plastikadhärenz nicht stattgefunden hatte. 
Während humane mesenchymale Stammzellen durch die Expression der Marker CD29, CD44, 
CD166, STRO-1, CD105 und CD90 charakterisiert werden, zeigen ovine mesenchymale 
Stammzellen ein leicht differierendes Markerprofil (GRONTHOS et al. 2006). Die Expression von 
CD166, CD29 und CD44 ist für ovine mesenchymale Stammzellen nachgewiesen und das Fehlen 
der Expression der hämatopoetischen Marker CD31, CD34 und CD45 wird als weiteres Kriterium 
der Charakterisierung der Zellen herangezogen (MRUGALA et al. 2008, RENTSCH et al.). Weitere 
Unterschiede zu humanen mesenchymalen Stammzellen sind für ovine Zellen nachgewiesen, wie 
zum Beispiel eine schnellere Proliferationsrate und differeriende Aktivität der alkalischen 
Phosphatase (KON et al. 2000). Die Differenzierungsfähigkeit von ovinen mesenchymalen 
Stammzellen in Adipozyten, Chondrozyten und Osteozyten konnte von anderen Gruppen gezeigt 
werden (MC CARTY et al. 2009). 
Bezüglich ihrer Proliferation in vivo unterschieden sich die direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen in den subkutanen Versuchen nicht von den vorher expandierten Zellen. Bei den zu 
verschiedenen Zeitpunkten explantierten Konstrukten konnten keine Unterschiede bezüglich des 
Apoptoseverhaltens nachgewiesen werden. Untersuchungen anderer Gruppen zum 
Proliferationsverhalten von humanen und murinen mesenchymalen Stammzellen in vitro konnten 
zeigen, dass ihre Proliferationsrate durch Hypoxie oder Zugabe von Wachstumsfaktoren wie  
BMP-2 gesteigert werden kann (DAS et al. 2010). Mesenchymale Stammzellen zeigten unter 
Hypoxie hochregulierte Gene, die wie zum Beispiel VEGF und Interleukin 6, zur Angiogenese 
beitragen (HUNG et al. 2007, OHNISHI et al. 2007). Dieses Potential der mesenchymalen 
Stammzellen, auf endotheliale Vorläuferzellen zu wirken und die Angiogenese zu beschleunigen, 
wurde bis jetzt nur bei expandierten mesenchymalen Stammzellen beschrieben. Untersuchungen 
zum Proliferationsverhalten von direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen in vivo liegen 
nicht vor. Die Ergebnisse dieser Studie zeigen auf Proteinebene ein ähnliches Verhalten im 
Vergleich zu expandierten mesenchymalen Stammzellen und deuten so auf ein ähnliches Potential 
dieser Zellquelle hin.  
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5.2 Induktion ektoper Knochenbildung unter Verwendung einer  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik 
Induktion ektoper Knochenbildung mit Verwendung von bone morphogenetic protein 2 
Unter Verwendung der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik mit verschiedenen 
Konzentrationen des bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) in Fibrinkleber wurde die Induktion 
der Knochenbildung in Abhängigkeit des zugegebenen Wachstumsfaktors untersucht. Um die 
minimal notwendige Dosis von BMP-2 herauszufinden, die zu ektoper Knochenbildung nach 
subkutaner Implantation für drei Monate im Schaf führt, wurde je eine Gruppe mit 2,5 µg/ml,  
12,5 µg/ml und 60 µg/ml BMP-2 implantiert. Die Zugabe von 2,5 µg/ml und 12,5 µg/ml BMP-2 in 
den Fibrinkleber führte nach zwölf Wochen subkutaner Implantationsdauer in diesen Versuchen zu 
ansatzweiser ektoper Knochenbildung. Es konnten zwar osteoklastenähnliche Zellen und einige 
Osteoblasten am Rand der β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik nachgewiesen werden, 
doch zeigten sich in keinem Fall die in der Gruppe mit 60 µg/ml BMP-2 gebildeten lamellären 
knöchernen Strukturen. Aus dieser Beobachtung kann der Schluss gezogen werden, dass eine Dosis 
von mindestens 60µg/ml notwendig ist, um in diesem Versuchsansatz einen deutlichen Einfluss von 
BMP-2 auf die ektope Knochenbildung im Schaf zu erzielen. 
Durch die Zugabe von BMP-2 wird die initiale Knochenbildung stimuliert. Knochenvorläuferzellen 
differenzieren zu Osteoblasten und in Kontakt zur Ersatzmatrix wird über die Produktion von 
Knochenmatrix der Spiegel an Knochenwachstumsfaktoren aufrechterhalten (LEE et al. 2010). 
WILDEMANN et al. konnten bei mit 50 µg/ml BMP-2 beschichteten Poly-L-Lactid-Titanscheiben 
nach 12-wöchiger intramuskulärer Implantation im Schaf keine ektope Knochenbildung nachweisen 
(2004). Durch die Zugabe von 200 µg/cm3 β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik wurde 
eine trabekuläre Durchbauung von Trepanationsdefekten mit direktem Kontakt zum Knochen in der 
Femurepiphyse von Schafen schon nach sieben Wochen erreicht (MAUS et al. 2008). 
Da für die Verwendung von β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatit keine Daten zur Knochen-
induktion mit BMP-2 im Schaf vorliegen, wurden verschiedene Dosen getestet, um die 
Konzentration für die weiteren Versuche zu finden, die sicher zu einer ektopen Knochenbildung 
führt. Die Verwendung von BMP-2 als Wachstumsfaktor ist bereits in der klinischen Anwendung 
bei Tibiaschaftfrakturen und Wirbelfusionen zugelassen, wobei es in Kombination mit prozessierter 
Rinderspongiosa oder anderen zugelassenen Knochenersatzmaterialien verwendet wird 
(GOVENDER et al. 2002, NORDSLETTEN 2006, VALENTIN-OPRAN et al. 2002).  
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Die für BMP-2 beschriebene Dosisabhängigkeit bei der Induktion von Knochenbildung mit 
unterschiedlichen Matrizes ist für verschiedene Spezies, wie Ratten, Kaninchen, Hunde und 
Primaten wie Totenkopfäffchen beschrieben (ASPENBERG und TUREK 1996, DAVID et al. 1999, 
JEPPSSON und ASPENBERG 1996). Die Dosen des verwendeten meist rekombinanten humanen 
BMP-2 differieren abhängig von der verwendeten Trägermatrix, des Implantationsortes und der 
Tierspezies. Die in dieser Studie verwendete Konzentration von 60 µg/ml BMP-2 liegt deutlich 
unter von anderen Gruppen verwendeten Dosen. In der klinischen Anwendung werden Dosen im 
Bereich von Milligramm pro Milliliter der Trägermatrix verwendet werden (VALENTIN-OPRAN 
et al. 2002). 
Die ektope Knochenbildung ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren wurde von LE NIHOUANNEN 
et al. nach sechs Monaten intramuskulärer Implantation einer granulären β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik beschrieben (2005). Die hier verwendete subkutane Kontrollgruppe mit  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber zeigte nach zwölf Wochen 
Implantationsdauer keinerlei Knochenbildung. Ob alleine die kürzere Implantationsdauer zu einem 
Ausbleiben der Knochenbildung führte oder die intramuskuläre Implantation für eine 
Knochenbildung entscheidend war, kann hier nicht geklärt werden. Für andere Spezies ist die 
ektope Knochenbildung mit Kalziumphosphat/Hydroxylapatit sowohl intramuskulär als auch 
subkutan nach 45 oder 120 Tagen nachgewiesen. Allerdings konnte in dieser Studie keine 
Knochenbildung bei Implantation in Ziegen, Kaninchen und Ratten gefunden werden, was auf eine 
Speziesabhängigkeit hinweist (YANG et al. 1996). Einzig in Trepanationsdefekten der distalen 
Femurepiphyse konnte Knochenbildung mit Kalziumphosphatzement im Schafsmodell gezeigt 
werden (NIEDHART et al. 2004). Die in oben genannter Studie beobachtete Knochenbildung ist 
wahrscheinlich auf den direkten Kontakt der Knochenersatzmatrix mit dem Knochengewebe zu 
erklären, was ein Einwandern von knochenbildenden Zellen aus dem Knochen in die Matrix 
ermöglicht. 
Vergleich der ektopen Knochenbildung mit mesenchymalen Stammzellen, BMP-2 und der  
β-Trikalziumphosphathydroxylapatitkeramik mit Fibrinkleber 
Um den Einfluss auf die ektope Knochenbildung zu untersuchen, wurden subkutane Implantate mit 
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitikeramik, Fibrinkleber und expandierten, direkt 
reimplantierten mesenchymalen Stammzellen oder direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen mit 60 µg/ml BMP-2 für drei Monate implantiert. 
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Studien zum Potential mesenchymaler Stammzellen, Knochenbildung zu induzieren, sind vor allem 
mit expandierten Zellen durchgeführt worden (KALIA et al. 2006, KASTEN et al. 2005, KIM et al. 
2008, OHGUSHI und CAPLAN 1999, OHGUSHI et al. 1989). Expandierte mesenchymale 
Stammzellen des Schafes wurden in Defektmodellen auf ihren Einfluss auf die Knochenbildung 
untersucht und konnten in allen Fällen eine deutlich gesteigerte oder schnellere Knochenbildung 
hervorrufen (GIANNONI et al. 2008, NIEMEYER et al. 2010). Den Schritt der Expansion von 
Zellen vor ihrer Verwendung zu umgehen, wäre vor allem für spätere klinische Anwendungen von 
Vorteil, da die Kultivierung von mesenchymalen Stammzellen in Zellkultur durch den Zeitbedarf 
und das Risiko der Kontamination zu Problemen in der praktischen Anwendung führen können.  
In bisherigen Studien ist das Potential oviner mesenchymaler Stammzellen zur Induktion ektoper 
Knochenbildung mit einer β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitikeramik nicht untersucht worden. 
Durch den Versuchsaufbau expandierte mesenchymale Stammzellen, direkt reimplantierte 
mesenchymale Stammzellen alleine oder mit der Zugabe von 60µg/ml BMP-2 zu untersuchen, 
konnte die Fähigkeit der Zellen Einfluss auf die Knochenbildung zu nehmen, evaluiert werden. Der 
Nachweis trabekulären Knochengewebes gelang histologisch in allen drei Gruppen. Durch die 
Quantifizierung der ektop gebildeten Knochenfläche und die anschließende statistische Auswertung 
zeigte sich, dass in der Gruppe mit expandierten mesenchymalen Stammzellen signifikant mehr 
Knochen entstanden war. Die beiden Gruppen mit direkt reimplantierten Zellen alleine oder in 
Kombination mit 60 µg/ml BMP-2 wiesen keine signifikanten Unterschiede bezüglich der neu 
gebildeten Knochenfläche auf. Allerdings konnte mit Hilfe der molekularbiologischen 
Untersuchung nachgewiesen werden, dass die Gruppe mit mesenchymalen Stammzellen und  
BMP-2 höhere Markerexpression der Knochengene aufwies, als die Gruppe mit mesenchymalen 
Stammzellen allein. Auch auf molekularbiologischer Ebene schnitten die expandierten Zellen mit 
am deutlichsten hochregulierten Knochenmarkergenen ab. Der Einfluss von BMP-2 in Kombination 
mit mesenchymalen Stammzellen auf die Knochenbildung scheint nicht entscheidend zu sein, 
obwohl im Rattenmodell von anderen Gruppen gezeigt werden konnte, dass BMP-2 die 
Differenzierung von mesenchymalen Stammzellen in Osteoblasten verstärkt (MAEGAWA et al. 
2007).  
Durch den Nachweis der markierten Zellen in Bereichen, wo die Knochenbildung stattgefunden 
hatte, kann daher vermutet werden, dass eine direkte Beteiligung der mesenchymalen Stammzellen 
an der Knochenentstehung stattfindet. Die Differenzierung der mesenchymalen Stammzellen in 
Osteoblasten und damit der eindeutige Beweis, dass die implantierten Zellen in die osteogene Linie 
differenziert waren, wurde nicht untersucht.  
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Durch den Nachweis proliferierender markierter mesenchymaler Stammzellen zeigt sich, dass die 
Implantation im subkutanen Modell trotz initial fehlender Gefäßanschlüsse an den Organismus eine 
Möglichkeit darstellt, mit Hilfe einer Knochenmatrix und direkt reimplantierten Zellen ohne 
Kultivierung ein Gewebe zu züchten, das Knochenanteile besitzt. Die Vaskularisierung der 
Implantate war nach zwölf Wochen histologisch nachweisbar und alle Implantate waren von einem 
dichten Gefäßnetzwerk durchzogen. Diese Beobachtungen zeigten, dass die β-
Trikalziumphosphathydroxylapatitikeramik in Kombination mit Fibrinkleber und den verwendeten 
Zellen innerhalb eines Zeitraums von zwölf Wochen vaskularisiert wurde und so die verwendeten 
Komponenten auch für die AV-Loopvesuche verwendet werden konnten. 
5.3 Verwendung des AV-Loop-Modells zur Generierung axial vaskularisierten 
Knochengewebes im Großtiermodell des Schafes 
Strategien zur Generierung axial vaskularisierter Gewebe im Tissue Engineering 
Das in dieser Studie verwendete AV-Loop-Modell wurde bis dato nur im Kleintiermodell der Ratte 
verwendet und ist im Rahmen von Studien unter Verwendung verschiedener Matrizes und im 
Vergleich zu anderen Vaskularisierungsstrategien etabliert (ARKUDAS et al. 2007, ARKUDAS et 
al. 2009, EROL und SPIRA 1979, MIAN et al. 2001). Die Fähigkeit, verschiedene Gewebe oder 
Knochenersatzstoffe zu vaskularisieren, ist für dieses Modelle ausführlich beschrieben, wobei die 
Verwendung eines AV-Loops innerhalb einer geschlossenen Kammer die Untersuchung der 
Angiogenese, die rein intrinsich stattfindet, und die Verwendung von verschiedenen Wachstums-
faktoren in kontrollierter Umgebung ermöglicht (TANAKA et al. 2003).  
Mit Hilfe des Tissue Engineerings können erfolgreich Gewebe, die durch ihre Größe allein durch 
Diffusion versorgt werden, gezüchtet werden. Die Herstellung von größeren dreidimensionalen 
Strukturen, die ein Gefäßnetzwerk zur Versorgung mit Sauerstoff, anderen Nährstoffen und zum 
Abtransport von Stoffwechselprodukten benötigen, stellt eine große Herausforderung im 
Forschungsgebiet des Tissue Engineerings dar. Um zusätzlich zu einer suffizienten Versorgung, die 
das Überleben des gezüchteten Gewebes garantiert, das entstandene Gewebe in den zu 
überbrückenden Defekt transplantieren zu können, wurden verschiedene Strategien der axialen 
Vaskularisierung entwickelt. Durch das Einbringen von Biokeramiken in anatomisch für 
gefäßgestielte Transplantate verwendete Areale, konnte von verschiedenen Gruppen 
Knochengewebe erzeugt werden. Die spätere Transplantation dieses Gewebes und der Anschluss an 
Gefäße der Empfängerstelle wurden zum Beispiel für Rekonstruktionen von Defekten der 
Mandibula in Minischweinen gezeigt (TERHEYDEN et al. 2001).  
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Aus der klinischen Anwendung gibt es wenige Fälle, in denen ein ähnliches Vorgehen beschrieben 
wurde (HELIOTIS et al. 2006, WARNKE et al. 2004). Der größte Nachteil dieser Ansätze ist die 
Hebemorbidität an der Spenderstelle.  
Um den Ort der Vaskularisierung von gezüchtetem Gewebe frei wählen zu können, wird versucht, 
die Neovaskularisierung mit Hilfe eines ligierten Gefäßstieles oder eines arteriovenösen Shunts zu 
ermöglichen. Die Verwendung eines Gefäßstieles, der nach distaler Ligierung nach wenigen Tagen 
durch Anastomosen verbunden wird, wurde in verschiedenen Studien in der Ratte auf seine 
Fähigkeit zur Vaskularisierung von Geweben untersucht (POLYKANDRIOTIS et al. 2007, 
TANAKA et al. 2003). Im Vergleich zu den unten beschriebenen Strategien wie das Durchfluss-
modell, zeigte sich ein deutlich höheres Potential durch Ausbildung von Gefäßen ausgehend vom 
Gefäßstumpf und den Anastomosen eine hohe Dichte an Gefäßen zu generieren (TANAKA et al. 
2003). 
Die Neovaskularisierung von Knochenersatzmatrizes im Sinne eines Durchflussmodells mit einer 
bestehenden Gefäßachse wurde in Studien an Ratten und Kaninchen untersucht (MIZUMOTO et al. 
1993, NETTELBLAD et al. 1985). In diesem Modell ist die Transplantation einer 
Kalziumhydroxylkeramik nach Vaskularisierung in einen Defekt der Femurkondyle des Kaninchens 
beschrieben (NAKASA et al. 2008). Allerdings fehlen Studien, die die Generierung größerer 
Volumina beschreiben. 
Das AV-Loop-Modell als Großtiermodell  
Die Übertragung dieses Modells auf das Großtier ermöglicht es erstmals, Matrizes mit einem 
Volumen über ein bis zwei Kubikzentimeter zu vaskularisieren. Die ersten Untersuchungen, um das 
Modell zu etablieren, wurden unter Verwendung einer Fibrinmatrix durchgeführt (BEIER et al. 
2009). Es konnte nach sechswöchiger Implantationsdauer die vollständige Vaskularisierung der 
Matrix anhand von MRT, CT- und micro-CT-Untersuchung sowie histologischer Auswertung 
gezeigt werden. Nach dieser ersten Studie wurde als nächster Schritt die Neovaskularisierung 
verschiedener Knochenersatzmaterialien angestrebt. Die Implanationsdauer wurde auf zwölf 
Wochen ausgedehnt, um die Entwicklung des sich neu bildenden Gefäßnetzwerkes über die Zeit zu 
verfolgen, die für spätere Versuche zur Generierung von Knochengewebe benötigt wird. Durch die 
intravitalen MRT-Messungen konnte auch hier die Neubildung von Gefäßen im Zeitverlauf 
untersucht werden (BEIER et al. 2009, BEIER et al. 2010). Die verwendete β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, die zwar osteokonduktive Eigenschaften aufweist, zeigte in diesem 
Versuchsansatz histologisch allerdings keine Ansätze einer Bildung von Neoknochengewebe.  
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Innerhalb der Implantationskammer waren außer der Matrix und dem Fibrinkleber keine weiteren 
Komponenten enthalten, die Knochenbildung induzieren konnten. Die innerhalb dieser ersten 
beiden Versuchgruppen mit dem AV-Loop-Modell im Schaf generierten Daten waren allerdings 
noch durch häufige Ausfälle limitiert, die erst in den MRT-Untersuchungen festgestellt wurden.  
Aufgrund dieser Erfahrung wurde im Rahmen dieser Arbeit das Design der Implantationskammer 
geändert und in eine runde Form gewandelt, die ein starkes Abknicken der Gefäße des AV-Loops 
verhinderte und keine Winkel von 90° wie die vorher verwendeten Kammern aufwies. Durch diese 
Änderung im Kammerdesign wurde das Gewicht der Implantationskammer zusätzlich reduziert und 
die Befestigung der Kammer auf der Faszie erleichtert.  
Die Zahlen dieser Studie belegen eine deutliche Verbesserung im Vergleich zu den 
vorangegangenen Studien im AV-Loop-Modell des Schafes. Es kam innerhalb dieser Studie bei 
keinem Schaf zu einer Entzündungsreaktion, was vermutlich auf die bessere Befestigung der 
Kammer und somit ausbleibende reizende Scherkräfte aufgrund des Gewichts der vorher 
verwendeten Kammer zurückzuführen ist. Der Verlust von zwei Tieren aufgrund eines Verschlusses 
der Drainage mit anschließender Serombildung und eines Tieres wegen der beginnenden 
Dislokation der Implantationskammer zeigt die Anfälligkeit des Versuchsansatzes. Allerdings muss 
beachtet werden, dass die Tiere zu keinem Zeitpunkt in ihrer Bewegung eingeschränkt wurden und 
es so durch die Lokomotion und den Kontakt zu anderen Tieren zu erhöhten Ausfällen kommen 
kann. Bei zwei Tieren aus den beiden Versuchsgruppen kam es ohne äußerlich sichtbare Anzeichen 
zu einem Verschluss der Loopgefäße. Mit Hilfe der Duplex-Sonographie konnte in den 
vorangegangenen Untersuchungen dieser Tiere nur in einem Fall ein stenotisches Flussmuster 
nachgewiesen werden. Die Verlustrate von 5 Tieren aus einer Gruppe von 16 operierten Tieren ist 
hoch, allerdings durch das komplexe Versuchsmodell und möglicherweise durch die anschließend 
unveränderte Haltung bedingt. Hier könnte in der Zukunft durch verbesserte Befestigung der 
Implanationskammer und Sicherung der verwendeten Drainage versucht werden, die Ausfälle noch 
weiter zu reduzieren.  
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Nachweis der Vaskularisation und verwendete Methoden  
Die Validierung der Vaskularisation ausgehend vom AV-Loop wurde sowohl intravital als auch 
postmortal durchgeführt.  
Die intravitale Untersuchung mit MRT-Messungen zu verschiedenen Zeitpunkten ist ebenso wie die 
Auswertung der gewonnenen Daten für dieses Modell beschrieben (BEIER et al. 2009). Zu drei 
Zeitpunkten wurden MRT-Untersuchungen durchgeführt, die zeigten, dass bis zum Zeitpunkt acht 
Wochen nach Implantation das von Kontrastmittel gefüllte Gefäßnetzwerk in seinem Volumen 
signifikant anstieg. Bis zum letzten Zeitpunkt nach zwölf Wochen Implantationsdauer war kein 
Anstieg des Gefäßvolumens mehr nachzuweisen. Bei zwei Tieren sank das Volumen des 
kontrastmittelgefüllten Gefäßnetzwerkes. Diese Ergebnisse lassen eventuell auf eine zu diesem 
Zeitpunkt ablaufende Reifung oder Organisation der Gefäße schließen, ähnlich wie zum Beispiel 
bei der physiologischen Wundheilung (JAIN 2003, ZAWICKI et al. 1981). Die Verwendung von 
MRT-Messungen zur Untersuchung des sich neu bildenden Gefäßnetzwerkes wäre eine für die 
klinische Anwendung non-invasive Methode, die im Vergleich zu CT-Untersuchungen keine 
Belastung durch Röntgenstrahlen mit sich bringt. Durch die Segmentierung der Daten und die 
Berechnung der von Kontrastmittel gefüllten Bereiche kann eine Zunahme des Gefäßwachstums 
festgestellt werden. Ebenso kann durch die nachträgliche Bildbearbeitung und dreidimensionale 
Darstellung eine deskriptive Beurteilung der erfolgten Vaskularisation möglich gemacht werden. In 
der klinischen Anwendung des Modells wäre das die einzige Möglichkeit der Beurteilung der 
Entstehung eines axial gestielten vaskularisierten Transplantates, da keine Endpunktanalyse 
möglich wäre. Der optimale Zeitpunkt zur Transplantation wäre somit bestimmbar.  
Die in dieser Studie verwendeten Untersuchungsmethoden der Vaskularisation zum Endpunkt der 
Studie waren einerseits Micro-CT Messungen nach Explantation und Kontrastmittelperfusion und 
andererseits die histologisch-deskriptive Auswertung. Die Micro-CT-Messungen ermöglichen eine 
dreidimensionale Darstellung der mit Kontrastmittel gefüllten Gefäße des AV-Loop-Konstruktes. 
Allerdings stellte sich heraus, dass nicht alle Gefäße von dem Kontrastmittel erreicht wurden. In 
Korrelation mit der Auswertung der MRT-Daten und im Vergleich zu histologischen Präparaten 
zeigte sich nämlich, dass nicht alle Gefäße von dem Kontrastmittel perfundiert waren. Die 
berechneten Volumina lagen in den meisten Fällen unter denen der MRT-Perfusionsvolumina und 
durch immunhistologische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass nicht alle Gefäße 
Kontrastmittel enthielten. Ein Grund hierfür könnte sein, dass das verwendete Kontrastmittel 
aufgrund seiner Viskosität nicht in die kleinen Kapillaren gelangt war.  
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Da das Konstrukt mit Hilfe eine Perfusionspumpe mit Kontrastmittel gefüllt wurde, käme auch ein 
zu geringer Druck als Grund für eine unvollständige Perfusion in Frage. Nicht ausgeschlossen 
werden kann auch, dass durch den Druck innerhalb des Gefäßnetzwerkes während der Perfusion 
Gefäße geschädigt wurden und so durch Unterbrechungen und eventuelle Paravasate nicht alle 
Gefäße erreicht wurden.  
Um die entstandenen Gefäße morphologisch beurteilen zu können, wurden in dieser Studie 
histologische Präparate deskriptiv ausgewertet. Trotz der Schwierigkeit für die Spezies Schaf 
entsprechende Antikörper für immunhistologiche Färbungen zu erhalten, konnten mit den beiden 
Antikörpern CD31 und van Willebrandfaktor gezeigt werden, dass es sich bei den innerhalb des 
Konstruktes entstandenen Gefäßen um funktionelle Gefäße handelt. Ebenso konnte mit Hilfe der 
Histologie gezeigt werden, dass sich Gefäße direkt aus den AV-Loop-Gefäßen entwickelt hatten 
und somit ein Aussprossen auch von diesen Venen und Arterien ausgegangen ist. 
Die histomorphometrische Auswertung, die in vorangegangenen Studien als weiteres Mittel zur 
quantitativen Beurteilung der Vaskularisation verwendet wurde, ist limitiert, da sich nur eine 
zweidimensionale Ebene auswerten lässt, die das Gefäßnetzwerk nur ausschnittsweise darstellt 
(ARKUDAS et al. 2009, BEIER et al. 2009). Allerdings zeigte sich, dass eine Kombination aus 
Computertomographie und Histologie ein genaues Bild der Gefäßentwicklung möglich machen. Die 
Einschränkungen bezüglich der Darstellung eines dreidimensionalen Netzwerkes könnten durch die 
Verwendung anderer etablierter Techniken wie die Herstellung von Ausgusspräparaten wie 
Corrosion Casts aufgehoben werden (LAMETSCHWANDTNER et al. 1990). Allerdings bleibt 
diese Technik, mit der die Untersuchung sowohl zweidimensional mit Elektronenmikroskopie oder 
auch dreidimensional mit CT-Techniken möglich ist, für Ansätze wie diesen, wo außer der 
Vaskularisation noch die Neubildung von Knochengewebe untersucht werden soll, schwierig. Die 
Möglichkeit, sowohl Gefäße als auch Knochen mit Corrosion Casts darzustellen besteht. Sie wurde 
bislang allerdings nur zur Untersuchung von anatomischen Gegebenheiten angewendet 
(SCHNEIDER et al. 2009). Im AV-Loop-Modell der Ratte wurden Corrosion Casts zur 
Untersuchung der Neoangiogenese herangezogen,. Ein Aussprossen neuer Gefäße aus Vene und 
Arterie des Loops konnten hier nachgewiesen werden, wobei aus dem in diesem Modell 
verwendeten Veneninterponat die meisten Gefäße aussprossten (POLYKANDRIOTIS et al. 2008). 
Die Verwendung von Corrosion Casts im AV-Loop-Modell des Schafes könnte nach Etablierung 
eine weitere Möglichkeit bilden, die Vaskularisation des Konstruktes genauer zu untersuchen. In 
Kombination mit Techniken, die einen Erhalt der Knochenanteile im Konstrukt erlauben, wäre es 
möglich, diese Gewebe ebenfalls mit Corrision Casts zu quantifizieren. Die verwendeten Methoden 
konnten die vollständige Vaskularisierung des generierten Konstruktes nachweisen.  
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Eine Kombination aus MRT und Histologie ist sinnvoll, um die Gefäße nicht nur in ihrer 
Ausdehnung zu quantifizieren, sondern sie auch in Bezug auf ihre Funktionalität und im 
Gewebeverband zu beurteilen. Diese Kombination wäre auch in der klinischen Anwendung 
möglich. Durch noninvasive Magnetresonanztomographie und Biopsieentnahme kann die 
Gefäßentwicklung des gezüchteten Konstruktes sowohl im Verlauf an der Spenderstelle als auch 
vor der Transplantation an die Empfängerstelle überwacht werden.  
Generierung axial vaskularisierten Knochengewebes im AV-Loop-Modell 
Zur Generierung axial vaskularisierten Knochengewebes wurde mit dem AV-Loop-Modell das 
Potential direkt reimplantierter mesenchymaler Stammzellen mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik allein und mit der Zugabe von 60 µg/ml BMP-2 untersucht. Da für diese 
beiden Gruppen im ektopen subkutanen Modell Knochenbildung nachgewiesen wurde, wurden in 
Ausblick auf die bessere klinische Anwendbarkeit von direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen im Vergleich zu expandierten Zellen im AV-Loop-Modell keine expandierten 
mesenchymalen Stammzellen verwendet.  
Das Potential der ovinen direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen, mit oder ohne BMP-
2 im gleichen Versuchsaufbau nach subkutaner Implantation für zwölf Wochen Knochenbildung zu 
induzieren, wurde im Rahmen dieser Studie nachgewiesen (BOOS et al. 2010). Die erfolgreiche 
Vaskularisation der verwendeten β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik wurde bereits in 
vorangegangenen Studien untersucht, wobei für die hier durchgeführten Untersuchungen die 
Implantationskammer modifiziert wurde, um die Rate der durch Thrombose entstehenden 
Verschlüsse der AV-Loops zu senken (BEIER et al. 2009, BEIER et al. 2010).  
Knochengewebe im AV-Loop-Modell zu züchten, wurde bis dato nur im AV-Loop der Ratte 
versucht. In einem Versuchsansatz mit prozessierter Rinderspongiosa als Matrix und Osteoblasten 
als osteogene Zellquelle in der Ratte konnte nur in einem Konstrukt nach 16-wöchiger 
Implantationsdauer histologisch Knochen nachgewiesen werden (ARKUDAS et al. 2007).  
Der Ansatz, mesenchymale Stammzellen nach alleiniger Dichtezentrifugation zur Generierung von 
Knochengewebe mit oder ohne BMP-2 als Wachstumsfaktor zu verwenden, und durch die 
Multipotenz und Differenzierungsfähigkeit der Zellen mit Hilfe einer osteokonduktiven Matrix ein 
axial vaskularisiertes Konstrukt mit Knochengewebe zu züchten, gelang in beiden AV-Loop-
Gruppen.  
DISKUSSION 
 119
Der Einfluss von BMP-2 als osteogener Wachstumsfaktor zeigte sich deutlich, da die Gruppe mit 
60 µg/ml BMP-2 signifikant mehr neu gebildete Knochenfläche enthielt als die Gruppe mit 
mesenchymalen Stammzellen allein. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass  
BMP-2 in vivo vor allem als Differenzierungsreiz für Osteoprogenitorzellen wirkt (BAIS et al. 
2009). Dieser Differenzierungsreiz war in dieser Studie vermutlich ausschlaggebend für die 
vermehrte Knochenbildung, da die direkt reimplantierten Zellen in der Gruppe ohne BMP-2 zwar 
auch Knochenbildung induzierten, insgesamt aber nicht die Menge der Wachstumsfaktorgruppe 
erreichten. Die zeitabhängige Wirkung von BMP-2 auf die Knochenbildung ist in Studien 
untersucht worden. Es konnte nachgewiesen werden, dass die Verwendung von BMP-2 auf einem 
Gelatinschwamm in einem ektopen Versuch nach Verpflanzung in einen Defekt kritischer Größe im 
Rattenschädel nach bereits sechs Wochen zur Neubildung von Knochen geführt hatte. Als 
Kontrollgruppe wurden autologe und allogene Transplantate verwendet, die erst nach zwölf 
Wochen zu einer beginnenden knöchernen Überbrückung des Defektes führten (INODA et al. 
2007). In klinischen Studien konnte diese Beobachtung ebenfalls gemacht werden. Allerdings 
fehlen hier Studien mit entsprechend großen Fallzahlen und die mit BMP-2 behandelten Defekte 
waren bezüglich ihrer Ausdehnung und der umliegenden Weichteilschäden nicht homogen (JONES 
et al. 2006, SWIONTKOWSKI et al. 2006). Ob sich der Effekt von BMP-2, Knochen zu bilden, 
zeitabhängig im hier verwendeten AV-Loop-Modell ebenfalls zeigt, konnte nicht untersucht 
werden, da für alle Gruppen nur der Explantationszeitpunkt nach zwölf Wochen gewählt wurde. 
Weil der Zeitfaktor vor allem in der klinischen Anwendung eine entscheidende Rolle spielt, wäre 
eine Untersuchung der Konstrukte zu verschiedenen Zeitpunkten in weiteren Studien eine 
Möglichkeit, um herauszufinden, ob durch die Verwendung von BMP-2 die Induktion der 
Knochenbildung früher beginnt. Ein noch späterer Explantationszeitpunkt könnte zeigen, ob sich 
der nach zwölf Wochen signifikante Effekt von BMP-2 auf die Knochenbildung relativiert und die 
direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen dann ein gleiches Potential zeigen würden.  
Knochenersatzkeramiken mit β-Trikalziumphosphat bieten aufgrund ihrer bestimmbaren Porösität, 
ihrer Osteokonduktivität, der Biodegradierbarkeit und Biokompatibilität Eigenschaften, die sie zu 
häufig klinisch eingesetzten Knochenersatzmatrizes machen (DELECRIN et al. 2000, EL-ADL et 
al. 2009, XIE et al. 2006). Der klinische Einsatz in Fallstudien in der Veterinärmedizin zur 
Osteoregeneration zeigte, dass abhängig von der Anwendung zum Beispiel bei Arthrodesen diese 
Matrizes ähnlich gute Ergebnisse erzielen wie autologe Spongiosa (HAUSCHILD et al. 2005). Die 
klinische Zulassung für die verwendete Keramik ist vorhanden und die physikalischen und 
osteokonduktiven Eigenschaften durch verschiedene Studien belegt (TAMPIERI et al. 1997, URIST 
et al. 1987).  
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Das Potential von Kalziumphosphatkeramiken bezüglich der Anwendung als Knochenersatz-
materialien in verschiedenen Defektmodellen wurde getestet (BALCIK et al. 2007, BODDE et al. 
2007, BOLDER et al. 2002, DONG et al. 2002).  
In den AV-Loop-Versuchen dieser Studie konnte mit der β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik, wie in den subkutanen Versuchen zur ektopen Knochenbildung dieser 
Studie in allen Gruppen außer der Kontrollgruppe ohne Zellquelle und BMP-2, Knochenbildung 
nachgewiesen werden.  
Die Verwendung von direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen zur Generierung von 
Knochengewebe ist ein Schritt in Richtung der klinischen Anwendung. Da im Knochen Tissue 
Engineering bis jetzt vor allem kultivierte oder vordifferenzierte mesenchymale Stammzellen 
eingesetzt worden sind, ist der erfolgreiche Einsatz von rein durch Dichtezentrifugation aus 
Knochenmark gewonnen Zellen zur Generierung von Knochengewebe eine Möglichkeit, den Weg 
bis zur klinischen Anwendung zu erleichtern. Expandierte mesenchymale Stammzellen haben in 
Kombinationen mit verschiedenen Knochenersatzstoffen und Besiedelungstechniken in Defekt-
modellen kritischer Größe bei Schaf und Hund zu jeweils deutlich besserer Knochenbildung geführt 
als die Kontrollgruppen (BRUDER et al. 1998, KON et al. 2000, PETITE et al. 2000). Studien, die 
einen direkten Vergleich zwischen expandierten und direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen in Bezug auf ihre Fähigkeit der Knocheninduktion in vivo untersuchen, fehlen zum 
jetzigen Zeitpunkt. Allerdings ist in Studien zur Sinusbodenaugmentation beim Menschen die 
Verwendung von direkt reimplantierten Zellen untersucht worden und in der klinischen Anwendung 
zugelassen (SAUERBIER et al. 2010). Die Verwendung dieser Zellen auf Kollagenmatrizes bei 
Knochendefekten wurde ebenfalls untersucht. Es zeigten sich ähnlich vielversprechende Erfolge 
wie bei der Verwendung autologer Knochentransplantate (JÄGER et al. 2009). Das Potential der 
direkt reimplantierten Zellen zusammen mit einer β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik 
zur Knochenbildung konnte im Rahmen dieser Studie sowohl im subkutanen Modell, als auch in 
größerer Dimension mit Hilfe des AV-Loop-Modells gezeigt werden.  
Durch die vom AV-Loop ausgehende Ausbildung eines dichten Gefäßnetzwerkes ist die 
Verwendung des Konstruktes als Transplantat mit Anschluss an das an der Empfängerstelle 
bestehende Blutgefäßsystem möglich und die bei nicht axial vaskularisierten gezüchteten Geweben 
limitierte Größe des Transplantats überwunden. Die Hebemorbidität könnte deutlich reduziert 
werden, da nicht wie bei präfabrizierten Knochenersatzkonstrukten innerhalb zur 
Lappentransplantation geeigneter Muskeln bei Verpflanzung der ganze Muskel geopfert werden 
müsste, sondern lediglich eine zum Beispiel subkutan gelegene arteriovenöse Gefäßachse.  
DISKUSSION 
 121
Trotz im Moment noch ausstehender Versuche zur Verwendung der axial vaskularisierten 
Knochengewebskonstrukte in Defekten kritischer Größe und erfolgreicher Transplantation an die 
Empfängerstelle, ist der Ansatz gelungen, durch Züchtung von Ersatzgewebe im Körper, ohne zu 
Hilfenahme von Zwischenschritten in vitro, ein ausreichend großes Konstrukt mit 
Knochengewebsanteilen zu generieren.  
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Zur Therapie von Knochendefekten, die nach Traumata, nach Infektion oder Knochennekrosen 
ohne das Einbringen von Knochenersatz nicht zu heilen sind, wird versucht, Knochenersatz oder 
Knochenersatzgewebe mit Hilfe des Tissue Engineerings zu züchten. Da eine vollständige 
Vaskularisation für das Einheilen großer Ersatzgewebe unabdingbar ist, wird durch verschiedene 
Strategien versucht eine Blutgefäßversorgung solcher Knochenersatzgewebe zu erzielen. Das Ziel 
dieser Arbeit ist die Generierung axial vaskularisierten Knochenersatzgewebes mit einer  
β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, mesenchymalen Stammzellen und BMP-2 (bone 
morphogenetic protein 2) im Großtiermodell des Schafes. Um das Potential zur Knochenbildung bei 
Verwendung einer β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik mit und ohne Zugabe des 
Wachstumsfaktors bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) von ovinen mesenchymalen 
Stammzellen sowohl als direkt reimplantierte oder vorher expandierte Zellquelle zu untersuchen, 
wurden im ersten Teil dieser Studie die mesenchymalen Stammzellen des Schafes isoliert und durch 
Durchflusszytometrie auf Proteinebene und PCR-Untersuchung auf Genebene charakterisiert. Die 
für die Induktion der Knochenbildung nötige Konzentration von BMP-2 in Kombination mit der 
Knochenersatzmatrix und Fibrinkleber im Schaf wurde durch subkutane Implantation evaluiert.  
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Nach zwölf Wochen Implantationsdauer wurden die Konstrukte mit 2,5 µg/ml, 12,5 µg/ml und 
60 µg/ml BMP-2 im Fibrinkleber durch histologische Auswertung untersucht. Es konnte festgestellt 
werden, dass für die Ausbildung von lamellärem Knochengewebe 60µg/ml BMP-2 nötig waren. Als 
nächster Schritt wurden zur Untersuchung des Verhaltens der mesenchymalen Stammzellen für 
unterschiedliche Implantationsdauern sowohl direkt reimplantierte mesenchymale Stammzellen als 
auch expandierte Stammzellen im subkutanen Modell des Schafes untersucht. Das Verhalten der 
verschieden prozessierten Stammzellen war bezüglich ihres Proliferations- und Apoptoseverhaltens, 
das immunhistologisch untersucht wurde, ähnlich. Das Potential zur ektopen Knochenbildung der 
direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen alleine oder in Kombination mit 60 µg/ml 
BMP-2 und der expandierten mesenchymalen Stammzellen jeweils mit β-Trikalziumphosphat-
Hydroxylapatitkeramik und Fibrinkleber wurde nach zwölfwöchiger subkutaner Implantation 
untersucht. Durch PCR-Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass in allen drei Gruppen 
Knochengene im Vergleich zur Kontrollgruppe mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik 
und Fibrinkleber hochreguliert waren. Die quantitative histologische Auswertung ergab, dass die 
innerhalb der Konstrukte gebildete Knochenfläche im Vergleich zu den anderen Gruppen in den 
Konstrukten mit expandierten mesenchymalen Stammzellen signifikant größer war. Zur 
Generierung axial vaskularisierten Knochengewebes wurde das AV-Loop-Modell der Ratte auf das 
Schaf übertragen und das Potential von direkt reimplantierten mesenchymalen Stammzellen mit β-
Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik allein und mit der Zugabe von 60 µg/ml BMP-2 
untersucht. Neben der Analyse der Vaskularisierung dieser Konstrukte durch immunhistologische 
und bildgebende Methoden wurde die Knochenbildung anhand histologischer Präparate 
quantifiziert. Die AV-Loop-Konstrukte beider Gruppen waren nach zwölfwöchiger 
Implantationsdauer vollständig vaskularisiert. Die für die Gruppe mit BMP-2 als Wachstumsfaktor 
durchgeführten intravitalen MRT-Untersuchungen zeigten, dass der Zuwachs an Gefäßen vor allem 
zwischen der vierten und achten Woche stattfand. Die quantitative Auswertung der neugebildeten 
Knochenfläche wurde semiautomatisch an histologischen Präparaten durchgeführt. In der Gruppe 
mit β-Trikalziumphosphat-Hydroxylapatitkeramik, direkt reimplantierten mesenchymalen 
Stammzellen und 60 µg/ml BMP-2 war die Knochenfläche signifikant größer als in der Gruppe 
ohne Wachstumsfaktor.  
Mit dieser Studie konnte erstmals im Großtiermodell gezeigt werden, dass mesenchymale 
Stammzellen nach direkter Reimplantation im subkutanen Modell und im AV-Loop-Modell zur 
Induktion der Knochenbildung fähig sind. Durch die Generierung axial vaskularisierten 
Knochenersatzgewebes im Großtiermodell des Schafes könnte es gelingen, die Größenlimitierung 
der durch Tissue Engineering gezüchteten Ersatzgeweben zu überwinden. 
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To treat bone defects which could not be healed after traumas, infection or bone necroses without 
placement of a bone substitute, the tissue engineering approach seeks to grow bone substitute or 
bone tissue. As complete vascularization is essential to engraft large tissue substitutes, different 
techniques are used to develop a vasculature of such bone substitutes. The aim of this study is to 
generate axially vascularized bone tissue substitute with β-tricalcium phosphate hydroxyapatite 
ceramic, mesenchymal stem cells and BMP-2 (bone morphogenetic protein 2) in the large animal 
model of the sheep. To analyse the potential for bone formation using β-tricalcium phosphate 
hydroxyapatite ceramic with or without the growth factor bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) 
of ovine mesenchymal stem cells directly reimplanted as well as previously expanded, the 
mesenchymal stem cells of the sheep were isolated in the first part of this study and characterised 
via flow cytometry at the protein level and via PCR analysis at the gene level. The concentration of 
BMP-2 in combination with the bone substitute matrix and fibrin glue required to induce bone 
formation in the sheep was determined by subcutaneous implantation. The constructs, implanted for 
twelve weeks, were analysed by histological evaluation with 2.5 µg/ml, 12.5 µg/ml and 60 µg/ml 
BMP-2 in the fibrin glue. The evaluation revealed that 60 µg/ml BMP-2 were required to form 
lamellar bone tissue. Then the characteristics of the mesenchymal stem cells directly reimplanted as 
well as previously expanded were examined in the subcutaneous model.  
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The differently processed stem cells showed similar behaviour as to their proliferation and 
apoptosis. Subsequently, the potential for ectopic bone formation of the directly reimplanted 
mesenchymal stem cells alone or in combination with 60 µg/ml BMP-2 and that of the expanded 
mesenchymal stem cells each with β-tricalcium phosphate hydroxyapatite ceramic and fibrin glue 
were analysed twelve weeks after subcutaneous implantation. PCR analysis could show that the 
bone genes were up-regulated in all three groups compared to the control group with β-tricalcium 
phosphate hydroxyapatite ceramic and fibrin glue. The quantitative histological interpretation 
indicated that the bone area formed within the constructs with expanded mesenchymal stem cells 
was significantly larger. To generate axially vascularized bone tissue, the AV loop model of the rat 
was applied to the sheep and the potential of directly reimplanted mesenchymal stem cells with β-
tricalcium phosphate hydroxyapatite ceramic alone and with 60 µg/ml BMP-2 was analysed. In 
addition to the analysis of the vascularisation of these constructs with immunohistological and 
imaging methods, the bone formation was quantified by means of histological specimens. The AV 
loop constructs were vascularized completely twelve weeks after implantation. The intravital MRA 
analyses conducted for the group with BMP-2 as growth factor showed that the growth of vessels 
occurred mainly between the fourth and eighth week. The quantitative analysis of the newly 
generated bone area was performed semi-automatically within histological specimens. Within the 
group with β-tricalcium phosphate hydroxyapatite ceramic, directly reimplanted mesenchymal stem 
cells and 60µg/ml BMP-2 the bone area was significantly larger than in the group without growth 
factor. This study could show for the first time with a large animal model that mesenchymal stem 
cells are able to induce bone formation after directly being reimplanted in the subcutaneous model 
and in the AV loop model. The generation of axially vascularized bone tissue in the large animal 
model of the sheep could help to overcome the size limitation of tissue-engineered tissue 
substitutes. 
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